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KOLON KANSERI HUCRELERININ MEZENKIMAL-EPITEL DONUSUMU
SURECINDE EPIGENETIK DEGiSIMLERIN ARASTIRILMASI

0z

Kolorektal kanser (KRK), tiim diinyada en yaygin kotii huylu tiimérlerden biridir.
KRK genel anlamda tedavisi olan bir kanser tiiriidiir ancak kanserin metastaz yapmasi
hastaligin seyrini kotii etkilemektedir. Kanser metastazi ile baglantili olan 6nemli bir
biyolojik siire¢ epitel mezenkimal doniisiimdir (EMT). Bu sebeple EMT-MET
siirecini aydinlatmak kanser Oliimlerinin en Onemli sebebi olan metastazin
aydinlatilmasi i¢in 6nemli bir adimdir. Pek ¢ok kanit, normal hiicreler ve timor
hiicrelerinde EMT'nin DNA dizisindeki degisimler sonucu degil, epigenetik bir siireg

olarak diizenlendigini gostermektedir.

Bu calismada bir kolon kanseri hiicre hatt1 HT-29 kullanilarak kendiliginden MET
ve EMT gecirebilen yeni bir model olusturulmustur. HT-29 MET-EMT hiicre
modelinde ii¢ tip alt popiilasyon, atasal, epitel ve mezenkimal, elde edilmis ve bu alt
popiilasyonlar epitel mezenkimal belirtecler, histon modifikasyonlari, epigenetik

diizenleyiciler, ila¢ direnci ve hiicre cogalmasi agisindan karakterize edilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda epitel belirteclerin epitel hiicrelerde, mezenkimal
belirteglerin ise mezenkimal ve atasal hiicrelerde arttig1 gozlenmistir. Olusturulan
MET-EMT modelinde epitel hiicrelerde baskilayici histon isareti artarken tetikleyici
histon isareti azalmaktadir. Yine epitel hiicrelerde EZH1, CBX-4, CBX-7 miktarlari
artarken, CBX-8 ve EZH2 miktarlar1 ise azalmistir. MET-EMT modelinde 5-
fluorourasil ve oxaliplatin igin istatistiksel olarak anlamli degilse de mezenkimal
hiicrelerde daha yiiksek diren¢ gézlenmistir. Hiicre canlilig ise atasal ve mezenkimal
grupta epitel gruba gore ¢ok daha yiliksek cikmistir. Calisma, kolon kanserinde ve
MET-EMT siirecinde epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmast ve yeni tedavi

hedeflerinin tespit edilmesi yolunda énemli bir adimi1 olugturmaktadir.



Anahtar kelimeler: Epigenetik, epitel-mezenkimal doniigiim, ilag¢ direnci, kolon

kanseri, polycomb proteinleri
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INVESTIGATION OF THE EPIGENETIC CHANGES DURING
EPITHELIAL-MESENCHYMAL TRANSITION OF COLON CANCER
CELLS

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignant tumors worldwide.
CRC is a type of cancer that is generally curable, but metastasis of the cancer adversely
affects the course of the disease. An important biological process associated with
cancer metastasis is epithelial mesenchymal transition (EMT). For this reason,
elucidating the EMT-MET process is an important step towards elucidating metastasis,
which is the most important cause of cancer deaths. Much evidence indicates that EMT
in normal cells and tumor cells is regulated as an epigenetic process, not as a result of

changes in DNA sequence.

In this study, a new model that can spontaneously undergo MET and EMT was
created using a colon cancer cell line HT-29. Three types of subpopulations, ancestral,
epithelial, and mesenchymal, were obtained in the HT-29 MET-EMT cell model, and
these subpopulations were characterized for epithelial mesenchymal markers, histone

modifications, epigenetic regulators, drug resistance, and cell proliferation.

It was observed that epithelial markers increased in epithelial cells and
mesenchymal markers increased in mesenchymal and ancestral cells. In this MET-
EMT model, while the suppressor histone sign increases in epithelial cells, the
activating histone sign decreases. In addition, the protein amounts of EZH1, CBX-4,
and CBX-7 has increased in epithelial cells, while the amounts of CBX-8 and EZH2
has decreased. For 5-fluorouracil and oxaliplatin in the MET-EMT model, higher
resistance was observed in mesenchymal cells, although not statistically significant.
Cell viability was much higher in the ancestral and mesenchymal groups than in the

epithelial group. The study constitutes an important step towards elucidating the
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epigenetic mechanisms and identifying new treatment targets in colon cancer and the

MET-EMT process.

Keywords: Epigenetic, epithelial-mesenchymal transition, drug resistance, colon

cancer, polycomb protein
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Bagirsak Yapisi ve Farkhilasmasi

Otuz m?*’den biiyiik (Helander ve Fandriks, 2014) yiizey alani ile insan bagirsak
yolu viicudumuzdaki en biiyiik ikinci epitelyumu olusturur (Gehart ve Clevers, 2019).
Bagirsak epiteli milyonlarca kript-villus birimine ayrilmistir. Bir birim, bagirsak
duvarinin parmak benzeri bir ¢ikintisi olan bir villus ve ¢evresinde kript adi1 verilen

cok sayida girintilerden olusur (Gehart ve Clevers, 2019).

Epitel yapi, emici (enterositler ve M hiicresi) ve salgilayict (Paneth, goblet,
enteroendokrin ve kiime hiicresi) soylarina ayrilan alt1 farkli olgun hiicre tipinden
olusur. Enterositler (emici hiicreler) en ¢ok bulunan bagirsak epitel hiicreleridir. Bu
hiicreler, apikal yiizeylerinde siki baglantilarla iligkili firca kenar zarlarinin varligi ve
sukraz izomaltaz ve alkalin fosfataz gibi fir¢a kenarli hidrolazlarin yapida bulunmasi
ile karakterize edilir. Mukus iiretiminden sorumlu Goblet hiicreleri, bagirsak epitelinin
%5'ini olusturur. Enteroendokrin hiicreler, bagirsagin kiiciik bir bolimiinii olusturur
ve belirli hormonlar tireterek gastrointestinal (GI) motilitesinde islev goriir. Paneth
hiicreleri ¢ogunlukla antimikrobiyal savunma ile ilgilidir. Bagirsak epitel hiicrelerinin
konumlari, kript-villus ekseni boyunca farklilasma durumlarina gore degiskenlik
gosterir; altta farklilasmamis hiicreler ve tistte kriptlerin dibinde bulunan Paneth
hiicreleri hari¢ daha farklilagmis hiicreler bulunur (Barbara, van den Brink, ve Roberts,

2003) (Sekil 1.1).



@ @- Apoptotik hitcre

Q Enteroendokrin hiicre

Sekil 1.1 Bagirsak yapisi (Gehart ve Clevers, 2019)

Bagirsak farklilagma programi, hiicreler kriptten villusa go¢ ederken bagirsak
kriptlerinin tabani yakininda bulunan kok hiicrelerin proliferasyonu ve ardindan
farklilagmasi ile karakterize edilir (Barbara vd., 2003). Epitel tiimoérleri olusturan
hiicreler, E-cadherin gibi epitele 6zgli genlerin ifadesinin kayboldugu, ¢ogalma ve
metastaz yapma yetenegi kazandigi farklilasmamais bir fenotip gosterir (Johnson, 1999;
Solanas vd., 2008). GI kanalin epiteli siirekli yenilenir ve kript-villus ekseni boyunca
olduke¢a kontrollii olan farklilasma programi, bagirsak homeostazinin korunmasinda
onemli bir rol oynar (Barbara vd., 2003). Bagirsak epitel hiicrelerinin dengeli ve
stirekli olusumunun molekiiler mekanizmasi, tam olarak anlagilamayan bir olgudur ve
bu dengenin bozulmasi neoplastik doniisiim ve malign biiyliime ile sonuglanabilir
(Ilantzis, Demarte, Screaton, ve Stanners, 2002; Pignatelli vd., 1992; Solanas vd.,
2008).



1.2 Kolorektal Kanser

Kanser, karmagik ve ¢ok yonlii bir hastaliktir. Temel olarak, proto-onkogenlerin
aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin baskilanmasi ile islev kaybina yol agan,
DNA'daki mutasyonlarin ardigik olarak edinilmesiyle veya normal gen ifadesini
koordine eden epigenomun diizensizligiyle yonlendirilen genetik bir hastalik olarak
goriilmiistir (Katti, Diaz, Caragine, Sanjana, ve Dow, 2022; Sparmann ve Van

Lohuizen, 2006).

Kanser, ¢ok hiicreli canlilar1 200 milyon yildan fazla bir siiredir etkilemistir ve
modern insanlarin atalar1 arasinda bir milyon yildan ¢ok daha uzun ge¢mise giden

kanser kalintilar1 vardir (Haberkorn, 2007).

Cesitli mutasyonlar veya diizensizlikler sonucu saglikli hiicrenin kontrol
mekanizmalar1 bozulmakta ve tiimor olusumu gozlenmektedir. Bu durum, kanserin
morfolojik, molekiiler ve metabolik diizeyde bir¢ok parametreye bagli olmasinin
yaninda hiicresel kontroliin bozulmasindan kaynaklanan farkli bilesenlerin etkilesimi
ile olusan kompleks bir hastalik oldugunu gostermektedir (Hanahan ve Weinberg,
2000, 2011; Weinberg, 2014). Pek cok farkli kanser tipi olsa da kanser hiicrelerini
diger hiicrelerden ayiran bazi ortak 6zellikleri vardir. Kanser hiicrelerinin ayirt edici
temel Ozellikleri olarak da ifade edilen s6z konusu karakteristikler asagidaki sekilde
belirtilebilir:

1. Hiicre dongiisii kontrol noktalarindan kagis
Bagisiklik cevabindan kagis
Sinirsiz kopyalama
Tiimor tetikleyici kronik yangi
Farkli dokulara gog ve istila
Yeni damar olusumunun artmasi
Genomda kararsizlik ve mutasyonlar

Hiicresel dliime kars1 direng

W ©® Ny Nk w D

Hiicresel enerji metabolizmasinin bozulmasi

10. Siirekli bliylime sinyali aktiflesmesi



Saglikli hiicre ile kanser hiicresi arasinda ortaya ¢ikan ilk temel farklilik, saglikli
hiicrenin doku ve organizmanin sag kalimi i¢in dikkatlice programlanmis olmasina
karsilik, kanser hiicresinin bu kontrolii kaybetmesi ve sadece kendisini ¢cogaltmaya
yonelik programlamasi olarak tanimlanabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Weinberg,
2014). Tumor kitlesi, saglikli doku ile kiyaslandiginda, kanser hiicreleri arasindaki
yapisal diizensizlik dikkat cekmektedir. Hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyici ve yapisal
formlarimi diizenleyici mekanizmalar arasinda yer alan hiicre-hiicre etkilesimi ve
hiicre-matriks etkilesimi kanser hiicrelerinde ortadan kalkmaktadir. Kanser
hiicrelerinde saglikli hiicrelere oranla tutunma yetenegi daha azdir. Bu durum, epitel
hiicrelerin ylizeyinde bulunan E-cadherin yapisma molekiilii ifadesinin azalmasindan
kaynaklanmaktadir (Christofori ve Semb, 1999). Yapisma kapasitesi diisiik olan timor
hiicresinin hareket, istila ve metastaz potansiyeli artmaktadir. Kanser hiicreleri,
tutunma kapasitelerinin diisiik olmasi sebebiyle ¢ogunlukla yuvarlak morfolojiye
sahiptirler. Hiicre-hiicre etkilesimi sayesinde biiylimekte olan hiicrelerin birbiri ile
temas1 sonucunda biiyltimelerinin engellenmesi ger¢eklesmektedir. Bu durum,
hiicrelerin kontrollii ¢ogalmasini saglayan 6nemli bir diizenleme mekanizmasidir.
Ancak kanser hiicreleri azalmig hiicre-hiicre etkilesimi nedeniyle kontrolsiiz olarak
biiylimeye ve ¢ogalmaya devam etmektedir (Cavallaro ve Christofori, 2000; Cooper

ve Hausman, 2009; Y okota, 2000).

Kolorektal kanser (KRK), diinya ¢apinda en yaygin kotii huylu tiimorlerden biridir.
Kolorektal kanser erkeklerde en sik teshis edilen ti¢lincii, kadinlarda en yaygin ikinci
kanser konumunda olup diinya ¢apinda kanser oliimlerinin dordiincii 6nde gelen

nedenidir (Wang vd., 2017).

Avrupa’da her y1l yaklasik 250,000 yeni kolon kanseri vakasi teshis edilmekte olup
s06z konusu sonug tiim malignitelerin yaklasik %9 unu olusturmaktadir (Labianca vd.,

2010).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) alt kurulusu olan Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajansina (IARC) gore Tiirkiye’de 2020 yilinda yeni kanser vakasi sayis1 233,834 ve

kansere bagli oliim sayist ise 126,335 olarak bildirilmistir. S6z konusu veriler



incelendiginde Tiirkiye’de kolorektal kanser hem erkekler hem de kadinlarda en sik

goriilen tigiincii kanser olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.2).

Akciger
41264 (%17.6)

Meme
24175 (%10.3)

Diger kanserler Kolorektal
144,078 (%48.8) 21.191 (%9.1)
Prostat

19,444 (248,3)

Tiroid
13.682 (%5.9)

Toplam: 233,834

Sekil 1.2 Tirkiye’de 2020 yil1 yeni vaka sayisi, her iki cinsiyet, her yastan (Uluslararasi Kanser

Aragtirma Ajansi)

Kolorektal kanser (KRK), genetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesiminden
kaynaklanan heterojen bir hastaliktir ve dlinya ¢apinda en yaygin kanser tiirlerinden
biri olsa da erken evrelerde tespit edilirse en iyilestirilebilir kanserlerden biri
olabilmektedir (Nojadeh, Sharif, ve Sakhinia, 2018). Genetik mutasyonlar, diyet,
bagisiklik sistemi ve mikrobiyota KRK gelisimi ve ilerlemesini etkiler (Nojadeh vd.,
2018). Diinya Kanser Arastirma Fonu ve Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii’niin
yaptig1 calismalara gore diyet ve fiziksel aktivite kolorektal kanserin 6nlenmesindeki
iki onemli faktordiir. Diyet, kolorektal kanser gelisimine etki eden Onemli dis

faktorlerden biridir (Labianca vd., 2010).

'Klasik' kolorektal kanser olusum modelinde, kanserlerin biiyiik cogunlugu anormal
bir kript ile baslayan ve daha sonra erken adenoma doéniisen bir polipten kaynaklanir.
Adenom daha sonra gelismis adenoma (1 cm. boyutunda ve/veya villoz histolojiye
sahip) doniisiir. Bu siire¢, mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin birikimi ile
yonlendirilir ve olusmasi1 10-15 yil siirer ancak belirli ortamlarda (6rnegin, Lynch
sendromlu hastalarda) daha hizli ilerleyebilir. Ozellikle, geleneksel tiibiiler

adenomlarin histolojisi olduk¢a homojen olmasina ragmen, bu poliplerin molekiiler



biyolojisi heterojendir, bu durum bazi adenomlarin neden kolorektal kansere
ilerledigini (poliplerin yaklasik %10'u) ve bazilarmin neden ilerlemedigini
aciklayabilir  (Kuipers vd., 2015). Kolonda, normal epitel hiicrelerin
adenokarsinomaya evrimi, biiyiik 6l¢iide histolojik ve eszamanli epigenetik ve genetik

degisikliklerin birikmesi sonucu olusur (Kuipers vd., 2015).

Kolon kanseri genomlarinin dizilenmesi, kolon kanseri genomunda bulunan
yiizlerce mutasyondan yalnizca az sayidaki gen mutasyonlarinin islevsel olarak 6nemli
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (yaklasik 13.000 genin analizi yapilmis ve kolon kanseri
genomundaki yaklasik 67 genin kodlama dizisindeki mutasyonlarin kolon kanseri
olusmasinda rol oynadigi tespit edilmistir). Mutasyon goriilen genlerden 12 genlik bir
alt kiimenin, tek tek kanserlerde kanser olusumuyla iligkili oldugu one siiriilmiistiir

(Lao ve Grady, 2011).

Kolorektal tiimorler ile ilgili yapilan bir ¢alismada, saglikli hiicrenin kanser
hiicresine donilisiimiiniin baslangi¢c asamalarinda APC tiimor baskilayict geninin
mutasyonu ile hiperplastik morfolojinin 6n plana ¢iktig1, daha sonra ise K-ras onkogen
mutasyonu ile asirt yolak aktivasyonunu gerceklestirdigi, 18. kromozomda bulunan
tiimor baskilayici genlerde ve hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda rol oynayan p53

geninde olusan mutasyonlar sonucunda, hiicrenin malign fenotip kazandigi

belirtilmektedir (Vogelstein vd., 1988) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3 Kolon kanseri olusumu (https://www.drahmetdobrucali.com)

Kolorektal kansere neden olan gevresel ve genetik faktorler, kolon epitel hiicresinde
kanserin ayirt edici Ozelliklerinin kazanilmasini saglar. Bu ayirt edici kanser
ozelliklerinin kazanilmasinin bir yolu, onkogenleri aktive eden ve timor baskilayici
genleri etkisiz hale getiren genetik mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin
ilerletici birikimidir (Kuipers vd., 2015). Mutasyonlar ve epigenetik degisimler,
genomik kararliligin kaybina sebep olmaktadir. Bu durum kolondaki erken neoplastik
lezyonlarin ¢ogunda gdzlenmistir ve muhtemelen kolorektal olusumun baslangicinda
ve olusumunda merkezi bir molekiiler ve patofizyolojik olaydir. Genomik ve
epigenomik kararliligin kaybi, onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde
mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin birikimini hizlandirirken bu durum malign
ozelliklere sahip daha agresif olan hiicrelerin klonal genislemesi ile kolon hiicrelerinin

malignant doniisiimiine sebep olmaktadir (Kuipers vd., 2015).

KRK'de somatik mutasyonlar, genetik kararsizlik, gen birlesmeleri ve epigenetik
degisiklikler dahil olmak tizere ¢esitli patojenik mekanizmalar vardir. Etkili KRK

tedavisi i¢in hastalik mekanizmalarinin daha fazla agikliga kavusturulmasi ve yeni



giiclii terapotiklerin gelistirilmesi halen ihtiya¢ duyulan énemli durumlardan birini

olusturmaktadir (Liu, Guo, Lou, Xiang, ve Shao, 2022).

1.3 Epitel-Mezenkimal Doniisiim (EMT)

Epitel hiicreler yapisik baglantilar, sik1 baglantilar ve dezmozomlar yoluyla bitigik
hiicrelerle temasini koruyarak apikal-bazal polariteyi saglarlar. Mezenkimal hiicreler
ise hiicre dis1 matriks ile birbirlerinden ayrilirlar. Mezenkimal hiicreler kendilerini
komsu dokudan ayiran bir bazal lamina yapisindan yoksun olup epitel hiicreler gibi
belirgin bir apikal-bazolateral polariteye sahip degildirler (Ribatti, Tamma, ve Annese,
2020). Greenburg ve Hay (1982), embriyonik ve yetiskin on lensten tiiretilen epitel
hiicrelerinin bir kolajen jel kiiltiir sistemi kullanilarak {i¢ boyutlu kosullarda muhafaza
edildiklerinde polaritelerini kaybederek mezenkimal 6zellikler kazandiklarini gosteren
ilk aragtirmacilar olup bu durumu “epitelden mezenkimale doniisim (EMT)” olarak

adlandirmislardir.

EMT’nin ilk olarak 1980'lerin basinda embriyonik gelisim sirasindaki 6nemli rolii
(Mjaatvedt ve Markwald, 1989) ve daha sonra yaralanmaya kars1 fizyolojik yanittaki
etkisi tanimlanmustir (Zhu, Gao, Wu, ve Qin, 2013). 1990'larin basinda ise kanser
hiicrelerinin biiylimesi, istilasi ve metastazi ile EMT arasindaki iliskinin
kesfedilmesinden sonra EMT kanser aragtirmacilarinin dikkatini ¢ekmistir (Thompson

vd., 1994).

Epitel hiicrelerin mezenkimal 6zellik kazanmasi, bazi biyolojik siirecler sirasinda
meydana gelir ve ti¢ tipte siniflandirilir: Birinci tip embriyonik gelisim sirasinda ortaya
¢ikar, ikinci tip yetiskin dokusu ile iligkilidir ve li¢iincii tip ise kanser ilerlemesinde rol

oynar (Kalluri ve Weinberg, 2009; Zeisberg ve Neilson, 2009) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4 Farkli EMT tipleri (Kalluri ve Weinberg, 2009)

Tip 1 EMT, implantasyon ve embriyonik gastrulasyon ile iliskilidir ve mezoderm
ve endoderm ile hareketli ndral krest hiicrelerinin olusmasina yol acar. ilkel epitel,
ozellikle epiblast, EMT yoluyla birincil mezensimi olusturur. Bu birincil mezensim,
MET (mezenkimal-epitel doniisiim) tarafindan ikincil epitel olusturmak icin yeniden
tetiklenebilir. Bu tiir ikincil epitelin, diger epitel doku tiplerini olusturmak {izere daha
da farklilasabilecegi ve astrositler, adipositler, kondrositler, osteoblastlar ve kas
hiicreleri dahil olmak iizere bag dokusu hiicrelerini olusturmak i¢cin EMT'ye maruz
kalabilecegi tahmin edilmektedir (Sekil 1.4.A). Inflamasyon ve fibrozda yeniden
devreye giren EMT, tip 2 EMT'leri temsil eder. Tip 1 EMT'den farkli olarak, tip 2
EMT, uzun siire boyunca ifade edilir ve birincil inflamatuar saldir1 ortadan
kaldirilmazsa veya azaltilmazsa, sonunda etkilenen organi yok edebilir (Sekil 1.4.B).

Son olarak, birgok organda goriilen iligkili ikincil epitel, ge¢irdigi EMT sayesinde



invazyon ve metastaz Ozelligine sahip kanser hiicrelerine doniisebilir, boylece tip 3

EMT'leri meydana getirir (Sekil 1.4.C) (Zeisberg ve Neilson, 2009).

Gastrulasyon sirasindaki embriyonik gelisim, bobrek gelisimi ve noral krestin
orijini sirasinda meydana gelen EMT mekanizmasi, yiiksek diizeyde diizenlenmis bir
stire¢c iken timor ilerlemesi sirasinda meydana gelen EMT mekanizmasi oldukca

diizensizdir (Ribatti vd., 2020).

EMT, normal olarak bazal yiizeyi araciliiyla bazal membran ile etkilesime giren
polarize bir epitel hiicresinin, gelismis go¢ kapasitesi, istila ve apoptoza karsi yliksek
direng gosteren bir mezenkimal hiicre fenotipi kazanmasini saglayan c¢oklu
biyokimyasal degisikliklerin gerceklestigi biyolojik bir siiregtir. EMT mekanizmasi ile
normal epitelden invaziv karsinomanin olusumu birka¢ asamada gergeklesir (Sekil
1.5). Invaziv karsinomun olusmasi asamasinda, epitel hiicreler polaritelerini
kaybederler ve bazal membrandan ayrilirlar. Bazal membranin bilesiminin de
degisebildigi bu durumdan hiicre-hiicre dis1 matriks etkilesimleri ve sinyal aglari

etkilenir (Kalluri ve Weinberg, 2009).
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Sekil 1.5 EMT'nin kanser ilerlemesine katkis1 (Kalluri ve Weinberg, 2009)

Bir sonraki adimda, tiimor biiyiimesinin malign fazim1 kolaylastiran EMT ve
anjiyogenez mekanizmasi devreye girer. Epitel fenotipteki kanser hiicrelerini gegici
olarak yari-mezenkimal bir duruma getiren tersine ¢evrilebilir EMT programi

sayesinde, metastatik 6zellik kazanan kanser hiicreleri kan dolasimina girerler ve
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orijinleri olan dokudan uzak bir bolgeye go¢ ederler (Kalluri ve Weinberg 2009;
Thiery, Acloque, Huang, ve Nieto, 2009). Uzak bdlgede, kanser hiicreleri MET
mekanizmasi ile epitel fenotipi geri kazanarak dokulara yerlesmek suretiyle, ikincil
tiimorleri olustururlar ve bu sekilde metastazin son adimi tamamlanmis olur

(Pattabiraman vd., 2016) (Sekil 1.6).

Mezenkimal fenotip,
Kismi EMT dolagima girigi, anoikis,
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Sekil 1.6 Kanser gelisimi ve metastazda hiicrelerin plastisitesini gosteren EMT ve MET (Tam ve

Weinberg, 2013)

EMT'yi baglatmak ve tamamlanmasini saglamak icin bir¢ok farkli molekiiler siireg
devreye girer. Bunlar; transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, spesifik hiicre yiizeyi
proteinlerinin ifadesi, hiicre iskeleti proteinlerinin yeniden diizenlenmesi ve ifadesi,
hiicre dis1 matriks pargalayict enzimlerin iretimi ve spesifik mikroRNA'larin

ifadelerindeki degisiklikler olabilir. Cogu durumda, ilgili faktorler ayrica bir hiicrenin
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EMT spektrumundaki yerini karakterize etmek icin biyobelirte¢ olarak kullanilir.
Calismalarda yaygin olarak kullanilan epitel ve mezenkimal hiicre belirtegleri Sekil
1.7°de gosterilmistir. Literatiirdeki birgok c¢alisma, prostat, akciger, pankreas,
karaciger, kolorektal ve safra kanseri de dahil olmak iizere pek ¢ok karsinom tipinde
EMT belirteclerinin varligi ile kotii hasta prognozunun iligkisini gostermistir (Shibue

ve Weinberg, 2017).
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Sekil 1.7 Epitel-mezenkimal doniigiim hiicre belirtecleri (Kalluri ve Weinberg, 2009)

Tiimor hiicreleri EMT mekanizmasi sayesinde invazyon ve metastaz kabiliyeti
kazanmalarinin yani sira apoptoz, antitimor ilaglar ve immiin baskilamaya karsi
direncli hale gelirler ve kanser kok hiicreleri (CSC) gibi davranirlar (Polyak ve
Weinberg 2009; Thiery vd., 2009). CSC ve CSC olmayan (non-CSC) hiicreler
arasindaki fark biiylik oranda EMT'ye baghidir. Pek ¢ok karsinomda sadece CSC alt
popiilasyonunda bulunan neoplastik hiicreler aktif EMT programi gostermektedir
(Chen vd., 2009; Mani vd., 2008; Pang vd., 2010). Belirli deneysel karsinom
modellerinde, epitel tiimdr hiicrelerinde EMT programinin disaridan aktiflestirilmesi,
bu hiicrelerin tiimor baslatma kapasitelerini kayda deger miktarda artirmistir (Chen

vd., 2009; Mani vd., 2008).
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1.3.1 Kolon Kanserinde EMT

Kolon kanserinin, Bates ve Mercurio (2005) tarafindan epitelyal-mezenkimal gecis
mekanizmasinin ayrintili  olarak tanimlanmast i¢in uygun bir model olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi kolon kanserinde

de EMT tersine ¢evrilebilir bir program olarak etki gostermektedir.

Kolon adenokarsinomunda epitel fenotipteki kanser hiicrelerini gegici olarak yari-
mezenkimal bir duruma getiren EMT nin yanisira tam EMT de goriilmektedir. Tam
EMT, E-cadherinin kayb1, polaritenin bozulmasi1 ve sitokeratinlerin vimentin ile yer
degistirmesi ile sonuglanmaktadir (Klymkowsky ve Savagner, 2009). EMT’de anahtar
bir olay olan E-cadherinin ekspresyon kayb1 (Scoazec, 2009) ve bununla birlikte N-
cadherin ile yer degistirmesi (Rosivatz vd., 2004) hiicrelerin hareket Ozelligi
kazanmasinda da oOnemlidir. Bu ifade kaybi, E-cadherin gen promotorunun
metillenmesi ve Snail, Slug ve Twist gibi transkripsiyon faktorlerinin aracilik ettigi
transkripsiyonunun baskilanmasi da dahil olmak iizere ¢esitli molekiiler mekanizmalar

ile diizenlenmektedir (Jung vd., 2008).

Kolon kanserinde, deneysel ve klinik c¢alismalar, mezenkimal belirte¢ olan
fibronektinin reseptorii integrin alfa-V beta-6'nin  6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Integrinin sadece bolgesel invazyonu kolaylastirmakla kalmayip
kolondan karacigere metastaz yapmis hiicrelerin karaciger dokusunda hayatta kalmasi
icin secici bir avantaj saglayarak metastatik yayilmayr da kolaylastirdigi 6ne

stirlilmiistiir (Bates ve Mercurio, 2005).

EMT, kolorektal kanserde go¢ etme ve istila yeteneginin kazanilmasi gibi 6nemli
bir role sahip olmasina ilaveten doku fibrozunda da etkilidir (Thiery, 2003). Onemli
bir diger nokta ise diger kanserlerde oldugu gibi kolon kanserinde de EMT nin ortaya
cikisi ve invaziv Ozelliklerin kazanilmasina, biliylime faktorii reseptorlerinin
tetiklenmesi ve apoptoz direng mekanizmalar1 gibi hiicre hayatta kalma

mekanizmalarinin aktiflesmesinin de eslik etmesidir (Bates ve Mercurio, 2005).
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1.4 Epigenetik Diizenlenme

DNA dizisinde kalic1 degisikliklerle sonuglanmayan gen ifadesindeki kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanan epigenetik, KRK dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerin
patogenezinde merkezi bir role sahiptir. Epigenetik degisiklikler; 6zellikle DNA
metillenmesi, histon modifikasyonlari, kolorektal kanserin baglamasi ve ilerlemesinde

onemlidir (Jung, Hernandez-Illan, Moreira, Balaguer, ve Goel, 2020).

Karsinom hiicreleri metastaz siirecinde EMT ve MET'i doniistimlii olarak
aktiflestirebilmekte ve bu durum hiicre fenotiplerinin plastisitesini gostermektedir. Adi
gecen plastisite ise cogunlukla bu siiregte meydana gelen epigenetik degisimlere
baghdir. Pek ¢ok kanit, normal hiicreler ve tiimor hiicrelerinde EMT'nin DNA
dizisindeki degisimler sonucu degil, epigenetik bir silire¢ olarak diizenlendigini
gostermektedir (Tam ve Weinberg 2013). Bu epigenetik degisiklikler, genom
capindaki kayiplarin yaninda bolgesel DNA metilasyon kazanimlarini ve histon
modifikasyon modellerini igerir (Sparmann ve Van Lohuizen, 2006). Kanser
hiicrelerinin ve olusturduklar1 tiimorlerin davraniglarint  etkileyen epigenetik
diizenlenme mekanizmalarinin aragtirtlmasi yeni hiz kazanan ve agiga ¢ikarilmayi

bekleyen bir durumdur (Shibue ve Weinberg, 2017).

Detayl1 olarak c¢alisilmis malignitelerden biri olan kolorektal kanser, genetik ve
epigenetik degisikliklerin birikmesinden kaynaklanan karmasik bir hastalik olarak
kabul edilmektedir (Grady ve Carethers, 2008). Kolorektal kanserde yapilan
arastirmalar sonucunda, ¢cogalma, farklilasma, adezyon, apoptoz, hiicre dongiisii ve
DNA onariminda rol oynayan birka¢ 6nemli genetik mutasyon tanimlamistir (Wood
vd., 2007). Bunlarin yani sira somatik DNA mutasyonlar: ile kiyaslandiginda
epigenetik diizenlenmedeki anormallikler daha fazladir. Son yillarda yapilan
calismalar, anormal epigenetik ortamin, kolorektal kanserin baglamasina ve
ilerlemesine ilave bir karmasiklik ekleyebilecegini one siirmektedir. Bu epigenetik
degisikliklerin tersinir ve dinamik dogasi, kolorektal kanserde teshis, prognostik ve
terapotik hedefler i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak gelismelerini saglamistir (Lao

ve Grady, 2011).
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1.4.1 DNA Metilasyonlar

Epigenetik mekanizmalar arasinda, DNA metilasyonu belki de kolorektal kanserde
en ¢ok calisilan epigenetik degisikliktir. Onemli olarak, promotor CpG (sitozin-fosfat-
guanin) adas1 hipermetilasyonu ile tiimor baskilayici genlerin baskilanmasi, kanserin
ayirt edici Ozelliklerinden biri olarak kabul edilmistir (Herman ve Baylin, 2003). S6z
konusu durum kolorektal kanser hastalarinda erken evrelerde bile siklikla ortaya

cikmaktadir (Van Engeland, Derks, Smits, Meijer, ve Herman, 2011; Yi vd., 2012).

Sadece dort baz - adenin, guanin, sitozin ve timin - DNA'nin birincil dizilimini
aciklasa da, replikasyon sonrast DNA'nin kovalent bir modifikasyonu vardir ve bir
"besinci baz" iiretir. Metil donorii olarak S-adenosil-metiyonin kullanan ve DNA
metiltransferazlar (DNMT'ler) ad1 verilen enzimler tarafindan katalizlenen tepkimeler,
sitozin halkasina bir metil grubu ekleyerek metil sitozin olusturur. insanlarda ve diger
memelilerde, bu modifikasyon sadece DNA dizisindeki guanozinden (CpG

diniikleotidi) 6nce gelen sitozinlere uygulanir (Herman ve Baylin, 2003).

Kolorektal kanserdeki anormal metilasyon durumlarinin daha iyi anlagilmasi,
epigenetik olarak susturulmus genleri yeniden aktive etmekten sorumlu enzimleri
hedefleyen ajanlarin gelistirilmesine 151k tutmustur. Ornegin, DNA metiltransferaz
(DNMT) inhibitorleri ve histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri gibi bazi epigenetik
terapdtikler ABD Gida ve llag Idaresi (FDA) tarafindan kanser tedavisi igin
onaylanmistir (Dhanak ve Jackson, 2014).

Kanser hiicrelerinde anormal DNA metilasyon oriintiileri 20 y1li askin bir siiredir
bilinmektedir. Incelenen hemen hemen tiim kanser tiirlerinde hem CpG
diniikleotitlerinin ¢ogunun metillenmesi gereken CpG-tiiketilmis bolgelerde
metilasyon kayb1 hem de gen promotdr bolgelerindeki CpG adalarinin metilasyonunda
kazanimlar oldugundan durum kafa karistirict olmustur (Sekil 1.8) (Bakker vd., 1985;
Feinberg ve Vogelstein, 1987).
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Sekil 1.8 Insan genomunda Cpg diniikleotidinin dagilimi ve normal hiicreler ile timér hiicreleri

arasindaki metilasyon paternlerindeki farkliliklar (Herman ve Baylin, 2003).

Devam eden arastirmalardan elde edilen olasi acgiklamalar ve bulgular olmasina
ragmen, DNA-metilleyici enzimlerin normalde olduklar1 yerde neden metilasyonda
basarisiz olduklar1 ve bu enzimlerden hangisinin promotorlardaki CpG adalarinin

anormal metilasyonuna aracilik ettigi bilinmemektedir (Herman ve Baylin, 2003).

DNA CpG metilasyonu ile birlikte kromatin yeniden sekillenmesi, gen
ekspresyonunu diizenleyen anahtar mekanizmalardan ikisidir. Kromatinin yeniden
sekillenmesi, histon  proteinlerinin kuyruklarindaki korunmus lizin
modifikasyonlarindan olusur. Lizin asetilasyonu genellikle histonlarin DNA ile
iligkisini zayiflatarak ve transkripsiyon faktorlerinin (TF) promotor/arttirict bolgelere
baglanmasina ve ardindan transkripsiyonel aktivasyona izin vererek transkripsiyonu
arttirmasini saglar (Wu vd., 2020). Lizin metilasyonu ise lizin aminoasitlerine metil
grubu eklenmesiyle gergeklesir. Lizin aminoasitlerine metil ekleyen enzim

metiltransferazdir.
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1.4.2 Histon Metilasyonu ve Polycomb Proteinleri

Son on yilda, cesitli histon degistirici enzimler tarafindan katalizlenen,
transkripsyonel olarak aktif ve baskilayic1 histon isaretlerinin olusumu, gen
diizenlenmesinin mihenk tas1 olarak kabul edilmistir (Agger vd., 2008). Bu post-
translasyonel modifikasyonlar, kromatin iizerine yazici enzimler tarafindan eklenir,
siliciler tarafindan kaldirilir ve okuyucular bunlara baglanir. Ornegin, histon
metiltransferazlar ve demetilazlar niikleozom alt birimlerinin lizin amino asitine ve
Ozellikle histon H3 ve H4'e, sirasiyla metil grubu ekler ve ¢ikarirlar. Bu sekilde
biitiinlesik etki ederek bu modifikasyonlar, DNA'nin nasil paketlenecegini ve bdylece
o bolgedeki genlerin transkripsiyon potansiyelini belirler. Giincel ¢alismalar, DNA'ya
diziye 6zel baglanan EMT-TF'ler ve histon modifikasyonlartyla kontrolii saglanan
kromatin bi¢imlenmeleri arasinda ilging baglantilar ortaya c¢ikarmistir (Tam ve
Weinberg, 2013). Bu modifikasyonlar, hiicre kaderi belirlenmesinde yer alan genlerin
promotorlarin1 denge durumunda tutarlar. Bu dengenin nasil saglandigi halen
belirsizdir ve bu bolgelerin kromatin organizasyonu ve promotor aktivitesinin
diizenlenmesinde post-translasyonel histon modifikasyonlarinin katkilar1 aragtirtlmasi

gereken bir konudur.

Kromatin degistirici aktivitesiyle 6ne ¢ikan iki dnemli sistem, Trithorax grup (trxQG)
ve Polycomb gruptur (PcG). Sinekler, maya ve memelilerde TrxG protein
komplekslerinin bir grubu aktif transkripsiyon igareti olan H3 lizin 4'e {i¢ metil grubu
(H3K4me3) eklenmesini katalizler. Histon 3in (H3K4) lizin 4'te trimetilasyonu
genellikle gen ifadesinin aktivasyonu ile iligkilidir, oysa histon 3'lin lizin 27'de

(H3K27) trimetilasyonu gen ifadesinin baskilanmas ile iligkilidir.

H3K4 metilasyonu, cesitli Okaryotik tiirlerde 6zel olarak transkripsiyonel
aktivasyona bagli olan bir post-translasyonel modifikasyondur (Eissenberg ve
Shilatifard, 2010; Ruthenburg, Li, Patel, ve Allis, 2007; Shilatifard, 2008; Zoetemelk,
Rausch, Colin, Dormond, ve Nowak-Sliwinska, 2019). Son zamanlarda,
transkripsiyonel durumlarin epigenetik kalittminda H3K4 metilasyonunun rolii,

Dictyostelium'da yapilan islevsel bir ¢alisma ile giiclendirilmistir (Justin, De Marco,
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Aasland, ve Gamblin, 2010). Memelilerde, omurgali gelisiminin diizenleyici
karmagiklig1 i¢inde 6zel islevler gerceklestiren, bilinen veya tahmin edilen en az 10
H3K4 metiltransferaz vardir (Justin vd., 2010). ilk H3K4 metilaz kompleksi,
COMPASS (Tritoraksla iliskili bir SET alani proteini ile iligkili bir protein kompleksi),
S. cerevisiae mayasinda tanimlanmis ve Setl/KMT2 ve diger yedi polipeptidden
(Cps60-Cpsl5 olarak adlandirilir) olusmustur (Miller vd., 2001). Setl/KMT2 tek
basina enzimatik olarak aktif degildir, ancak COMPASS i¢inde islev goriir ve H3K4'i

monometilleme, dimetilleme ve trimetilleme yetenegine sahiptir (Shilatifard, 2008).

PcG proteinleri ise ¢ok alt birimli Polycomb baskilayici kompleksler 1 ve 2'yi
(PRC1 ve PRC2) olusturur. PRC2'nin dort alt birimi vardir: EZH1 veya EZH2, zinc
finger proteini SUZ12, WD-tekrar proteini EED ve histon baglayici proteinler
RBAP46 ve RBAP48 (Cao vd., 2002; Czermin vd., 2002; Kuzmichev, Nishioka,
Erdjument-Bromage, Tempts, ve Reinberg, 2002; Mu"ller vd., 2002). PRC1; RING1A
veya RINGI1B enzimatik alt birimi, insan polihomeotik homologlarindan (HPHI,
HPH2 veya HPH3) biri olan PCGF ailesinin bir RING alan1 kofaktorii BMI1 (PCGF2)
veya MEL18 (PCGF4) ve kromobox proteinlerinden birini bulundurur (CBX2, CBX4,
CBX6, CBX7 veya CBX8) (Simon ve Kingston, 2009).

PcG proteinleri hem erken gelisim hem de eriskin organizmalarda baskilanmis
kromatin olusumunun 6nemli isareti olan H3 lizin 27 metillenmesini (H3K27me3)
katalizleyerek genin baskilanmasini saglarlar (Schuettengruber, Bourbon, Di Croce,
ve Cavalli, 2017). Epigenetik gen susturma, gen islevinin kaybi i¢in 6nemli bir
mekanizmadir ve kanser baglamasi ve ilerlemesinde genetik mutasyonlarla isbirligi
yapar. PcG proteinleri, epigenetik olarak aracilik edilen transkripsiyonel susturmayi
diizenler. PRC aracili kararli gen susturma i¢in kesin mekanizmalar hala tam olarak
anlasilmamustir. Transkripsiyonel olarak dogrudan engelleme icin, H2AK119'un
PRCI aracili ubiquitilasyonu (Ub) (Gutie rrez vd., 2012; Stock vd., 2007) , kromatin
sikigtirmast (Francis vd., 2004) ve PRC2 tarafindan gen bdlgelerini hedeflemek i¢in
DNA metiltransferazlarin (DNMT'ler) toplanmas1 gibi mekanizmalar dnerilmektedir

(Sparmann ve Van Lohuizen, 2006).
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Memeli hiicrelerinde epigenetik susturmaya, polycomb bazli histon H3 lizin 27
trimetilasyonu (H3K27me3) ve H3K9 dimetilasyonu gibi en az iki farkli histon
modifikasyonu aracilik eder. H3K27, homeotik (Hox) gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde ve kadinlarda X kromozomu inaktivasyonunun erken asamalarinda
yer alan belirgin bir histon modifikasyonudur. Bu islem, PcG proteinlerini igermesi
bakimindan H3K9 susturma isleminden mekanik olarak farklidir. Polycomb
kompleksi 2'nin (PRC2) bir tiyesi olan EZH2 polycomb grubu (PcG) proteini, H3K27
icin substrat spesifikligi olan bir histon metiltransferaz aktivitesine sahiptir (Kondo
vd., 2008). H3K27'min metilasyonu PRC2 tarafindan katalizlenir, sonrasinda
H3K27me3 isareti PRC1 tarafindan okunur ve hedef genlerin susturulmasina yol agar

(Justin vd., 2010).

PRC2 PRC1

/) V) ////)/UJ

% ‘|
r

Sekil 1.9 Polycomb-baskict kompleksler (PRC'ler) ve enzimatik aktiviteleri (Vissers, Van Lohuizen, ve
Citterio, 2012)

PRC2 (Polycomb baskilayict kompleks 2) baglatma kompleksinin Polycomb grubu
(PcG) hedef gen bolgesine baglanmasi, histon proteinlerinin EZH1 veya 2 aracili
metilasyonunu tetikler (Cao vd., 2002; Czermin vd., 2002; Kuzmichev vd., 2002;
Mu'ller vd., 2002). Histon 3’iin 27. lizinine {i¢ metil grubunun eklenmesini
(H3K27me3) katalizler. PRC1 kompleksindeki CBX proteinlerinin kromobdlgesi
H3K27me3 isaretini tanir (Fischle vd., 2003; Min, Zhang, ve Xu, 2003). Bu etkilesim,

19



PRC1’in ilgili gen bolgesini susturmasini saglar (Fischle vd., 2003; Min, Zhang, ve
Xu, 2003; Wang vd., 2004).

Isaretli histonlar1 tanryan ve bunlara baglanan, epigenetik “okuyucu” protein
ailelerinden biri olan Polycomb chromobox (CBX) proteinlerinin bes {yesi
bulunmaktadir: CBX-2, CBX-4, CBX-6, CBX-7 ve CBX-8. PRC1 kompleksinin
parcast olan CBX proteinlerinin her tiyesi H3K27me3'e farkli ¢ekim kuvveti ile
baglanir (Schuettengruber vd., 2017). Pluripotent embriyonik kok hiicrelerle yapilan
bir calismada bu hiicrelerde en ¢ok bulunan CBX iiyesinin CBX-7 oldugu ve
farklilagsmanin gergeklesmesi icin CBX-7"nin, CBX-2, CBX-4 ve CBX-8 gibi diger
paraloglarla degistirilmesi gerektigi gosterilmistir. Bu degisimin gerceklesmemesi,
hematopoietik kok hiicrelerin yiiksek hizda boliinmesine ve bdylece 16semiye yol
acmistir  (Klauke vd., 2013). CBX-6'nin gen diizenlenmesi ve kok hiicre
farklilagsmasindaki rolii halen karmagiktir. Esasen CBX proteinleri PRCl'e,
embriyonik kok hiicrelerde kendini yenileme ve farklilagsma arasindaki dengenin
kurulmasi gibi, belirgin bir hedef seciciligi saglamaktadir (Klauke vd., 2013; Tang vd.,
2014). Dolayist ile CBX proteinlerinin kanserdeki rolii tamamen hiicrenin/dokunun

durumuna 6zgii olabilir.

Gerek embriyonik gerekse erigkin kok hiicrelerde PcG’nin baglandigr ¢ok sayida
bolge hem baskilayict H3K27me3 isareti hem de aktiflestirici H3K4me3 isareti ile
kaplidir (Shema vd., 2016). Bu modifikasyonlar, hiicre kaderinin belirlenmesi ve
gelisimde yer alan genlerin promotorlarini bivalent denge durumunda tutarlar (Piunti
ve Shilatifard, 2016). Timdr gelisiminde bivalent promotor {izerinde bulunan
PcG'lerin rolii tartigmalidir. Kesin olarak bilinen, H3K27me3 seviyelerindeki bir
dengesizligin gerek hiicre kimligini gerekse homeostaziyi bozabilecek etkileri
oldugudur. Kolon kanserli dokularda H3K27me3 Polycomb isaretinin bivalent
promotorlardan kayboldugu ve bunu takiben kanser ilerlemesi, kok hiicre
diizenleyicileri, onkogen ve boliinme ile ilgili gen ifadelerinin arttig1 belirlenmistir

(Hahn vd., 2014).
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Kok hiicre popiilasyonunca zenginlestirilmis birincil insan meme epitel dokularinda
CDHI1 (E-cadherin epitel belirteg) promotorunun bivalent yapiya sahip oldugu ve az
miktarda tiretildigi fakat E-cadherini ¢okca iireten daha farklilasmis hiicrelerin sadece
aktif H3K4me3 isaretini tasidig1 gosterilmistir (Maruyama vd., 2011). Belirli EMT
genlerindeki bivalent bigimlenme, gen ifadesinin dinamik bir sekilde kontroliinii

saglamakta ve epitel hiicrelerin plastik dogasina katkida bulunmaktadir.

1.5 EMT Modelleri

Literatiirde EMT modeli olarak kimyasal (Or; TGF-B) ile veya gen manipiilasyonu
ile tetiklenen modeller siklikla kullanilmaktadir. Bir kimyasal ile tetiklenme olmadan
kendiliginden EMT ve bunun geri dondiriilebilir modellerine ¢ok sik

rastlanmamaktadir.

Kimyasal ile tetiklenen modele 6rnek olarak akciger epitel hiicreleriyle yapilan bir
calismada EMT, doniistiiriicli biiyiime faktorii f1 (TGF-B1) ile indiiklenmistir. EMT
geciren mezenkimal hiicrelerin de fibrozis patogenezine katkida bulundugu
varsayillmistir (Mikami vd., 2016). Yapilan bir baska ¢alismada ise EMT igin bir in
vitro model olarak, HT-29 KRK hiicreleri, TGF-B1 ile indiiklenmistir. Sonrasinda bu
hiicrelerde epitel (E-cadherin) ve mezenkimal (Vimentin, Fibronektin) belirteclere
bakilmustir (Ozgelik, 2018). Bir baska calismada ise arastirmacilar, yiiksek verimli
tarama (HTS) ila¢ kesfi i¢in uygun yeni bir 3D EMT ve metastatik meme kanseri
modeli gelistirmislerdir. Bu ¢alismada EMT’yi tetiklemek i¢in epidermal biiyiime
faktorti (EGF) kullanilmistir. Bu modelde, vimentin ekspresyonu mezenkimal

fenotiple dogrudan iligkilidir (Li vd., 2011).

Bir baska c¢alismada  arastirmacilar  matrigeldeki  Oliimsiizlestirilmis
doniistiiriilmemis insan prostat epitel hiicre hattit BPH-1'in 3D kiiltiir kosullarim
optimize etmis ve prostat bezi yapisini yakindan taklit eden bir 3D kiiltiir modeli
gelistirmiglerdir. Gelistirdikleri bu modeli BPH-1 hiicrelerinde EMT diizenleyici
transkripsiyon faktorii Snail stabil transdiiksiyonu ile prostat kanseri gelisiminde

Snail’in 6nemini incelemek i¢in kullanmiglardir (Chu, Yu, Hayward, ve Chan, 2009).
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Yapilan bagska bir c¢alismada EMT’yi aktive etmek i¢in BRCAI1 geni
susturulmustur. Bunun sonucunda EMT'nin BRCAT1 kaybiyla ortaya ¢ikan molekiiler
yonlerini yonetmede TGFBR2' nin roliiniin ne olduguna bakilmistir. BRCAI’in
susturulmasinin meme tiimorlerinde TGFBR2 sinyal yollarini aktive ettigini ve TGFf-

aracili EMT aktivasyonunu destekledigini tespit etmislerdir (Bai vd., 2022).

Bir baska caligmada cesitli meme, kolon ve pankreas kanseri hiicre hatlariyla
calisilmig ve MET’i1 tetiklemek icin daha once farkli kanser hiicre dizilerinde EMT
diizenlemesine katkida bulundugu gosterilen sekiz dogal bilesik ve ¢esitli terapotik
ajanlar kullanilmistir. Calismanin sonucunda dogal bilesiklerin veya terapotik
ajanlarin  higbirinin, taranan tiim kanser hiicrelerinde MET'l tetiklemedigi
gbzlenmistir. Bunun sonucunda bulgular, dogal bilesikler ve kemoterapdtikler/hedetli
ajanlar arasindaki sinerjinin yalnizca bazi hiicre dizileri i¢in gdzlemlenebildigini ve
altta yatan mekanizmanin muhtemelen MET'nin basit indiiksiyonu degil, diger birkag

mekanizmanin kombinasyonu olduguna karar vermislerdir (Kii¢likkaraduman, 2021).

Bir ¢alismada Caco-2 hiicre hattinda in vitro EMT modeli olusturularak EMT’ye
kars1 diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu ¢alismada farklilasma
0., 15. ve 30. giinlerde takip edilmis ve model validasyonu i¢in epitel ve mezenkimal

belirtecler (E-cadherin ve Vimentin) kullanilmistir (Tiirk, Baysal, ve Ugar, 2019)

Literatiirde yapilan calismalar incelendiginde genellikle EMT’ nin kimyasal ile
tetiklendigi modellerle karsilagilmaktadir. Az sayida kendiliginden EMT modeli
kullanilmis olsa da EMT ve MET in ard arda ve ayn1 genetik alt yapida gozlenebildigi

bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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1.5.1 HT-29 Hiicre Hatti

Insan kolon adenokarsinoma hiicre dizisi HT-29, 1964 yilinda Fogh ve Trempe
tarafindan 44 yasinda bir Kafkas kadininin birincil tlimoériinden izole edilmistir

(Fitzgerald vd., 1997).

J. Fogh ve arkadaglari tarafindan kurulan kolon karsinomu hiicre hatlar1 Caco-2 ve
HT-29, olgun enterosit benzeri oOzellikler gosteren belirli kiiltiir kosullarinda
farklilagsma yetenekleri nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Pinto vd., 1982, 1983). Bu
hiicreler, farklilastiklarinda, morfoloji ve fir¢a kenarli hidrolazlarin ekspresyonu
acisindan bagirsak epitel hiicrelerine ¢cok benzerler. Normal kolon hiicreleri bu
enzimleri eksprese etmediginden, farklilasmis kolon hiicrelerinde bagirsak fir¢a kenar
hidrolazlarinin ekspresyonu dikkat ¢ekicidir. Daha sonra ayni hidrolazlarin aslinda

fetal kolonda da bulundugu anlagilmistir (Lacroix vd., 1984).

Ancak bu hiicrelerin genomlarinda mutasyonlar barindiran kotii huylu hiicreler
oldugu da akilda tutulmalidir ki bu da modelin 6nemli bir dezavantajini
olusturmaktadir. Bu dezavantajlara ragmen, HT-29 hiicre dizisi, bagirsak epitelinin
farklilagmasinin in vitro modellerinden biri haline gelmis ve diinya ¢apinda yaygin

olarak kullanilmistir (Simon-Assman vd., 2007).

Bu tez ¢alismasinda HT-29 hiicre hattinin bu 6zelligi ilk kez MET-EMT programi
i¢cin bir model olarak gelistirilmis ve kullanilmistir. HT-29 hiicrelerinin kendiliginden
farklilasabilme 6zelligi bu model i¢in secilmelerinde etkili olmustur. Bu c¢alismada
kullanilan hiicre modelinin, bir hiicre hatti1 olmas1 sebebiyle 6rnek i¢i heterojenligi
azdir ve ilk agama verilerinin elde edilmesinde, replikeler arasi hata payini azaltarak
avantaj saglamaktadir. Bu model disaridan herhangi bir kimyasal uygulanmadan
gerceklestirildigi  icin hiicre i¢i degisimlerin dogala yakin izlenebilmesini
saglamaktadir. Literatiirde bu modelin daha once ileri ve geri EMT geg¢isleri icin

kullanildigi bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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BOLUM iKi
MATERYAL ve YONTEM

2.1 Hiicre Kiiltiiri

Mevcut calismada, EMT-MET modeli olarak hiicre kiiltiirii ortaminda spontan
olarak farklilagabilen kolon kanseri HT-29 hiicre hatt1 kullanilmistir. HT-29 hiicre
hatt1, yiiksek glukoz tiiketimine sahiptir ve normal hiicre kiiltiirii kosullarinda
farklilasmamistir. Hiicreler farkli hiicre kiiltiirii kosullarinda belirli epitel hiicre
tiplerine doniisebildikleri i¢in pluripotent olarak degerlendirilmektedir. HT-29
hiicreleri glukozun galaktoz ile degistirilmesiyle geri dondiiriilebilir bir enterosit
farklilagsmasi gostermektedir (Pinto vd., 1982; Sade Memisoglu, 2014). Bu siirecin geri

cevrilebilir oldugu daha 6nceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Zweibaum vd., 1985).

HT-29 hiicreleri Orta Dogu Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyolojik
Bilimler Boliimii Sreeparna Banerjee Laboratuvari’ndan temin edilmistir. HT-29
hiicrelerinde farklilagsmanin tetiklenmesi i¢in daha once Pinto vd. (1982) tarafindan
gelistirilen glukoz yerine galaktoz besiyeri yontemi kullanilmistir. HT-29 hiicreleri 25
mM glukoz ve %10 FBS iceren DMEM besiyerinde (Glu-besiyeri) 37°C’de
biiyiitiilmiis ve farklilagmanin tetiklenmesi icin %80 doluluga eristiklerinde glukoz
yerine 5 mM galaktoz ve %10 1s1 ile inaktif edilmis FBS igeren (Gal-besiyeri) besiyeri

ile degistirilmistir.

Hiicreler Glu-besiyerinde %50-60 doluluk oranina erisene kadar biiyiitiilmiis
sonrasinda bu hiicreler atasal hiicreler (aHT-29) olarak toplanmistir. Hiicreler %80
doluluk oranina ulasinca glukoz yerine Gal-besiyerine alinmis ve %100 doluluga
eristiklerinde 0. giin olarak kabul edilip 20 giin boyunca Gal-besiyerinde
biiyiitiilmiistiir. Bu silirenin sonunda toplanan hiicreler epitel Ozellik gosteren
farklilagsma grubu olarak ifade edilmistir (eHT-29). 21. gilinde hiicreler tripsin ile
dagitilarak 1:50 oraninda hiicre kiiltiirti kaplarina ekilmis ve glu-besiyerinde 4 giin siire
ile bliylitiilmistiir. Dort giiniin sonunda toplanan hiicreler mezenkimal 6zellik gdsteren

geri farklilagma grubunu olusturmustur (mHT-29).
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Yapilan deneylerde atasal HT-29 (aHT-29), 20. giin epitel (eHT-29) ve geri
farklilasmis mezenkimal (mHT-29) olarak 3 tip hiicre popiilasyonu kullanilmustir.
Belirtilen zamanlarda hiicreler toplanip protein izolasyonlar1 yapilmis ve ilgili

deneylerde kullanilmigtir.

2.2 Protein Izolasyonu ve Protein Miktarimin Ol¢iimii

aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hiicrelerinden total protein izolasyonu i¢cin PMSF
(fenilmetilstilfonil floriir) ve proteaz inhibitorii ilave edilen fosfataz inhibitor kokteyli
igeren hiicre lizis tamponu kullanilmistir. Protein izolasyonu i¢in siringa ile 10 defa
pipetaj yapilmustir. Siipernatanlar 15 dakika buzda bekletilmis ve 3 dakikada bir
vortekslenmistir. ~ Siipernatanda protein tayini Bradford Assay kullanilarak

Ol¢iilmiistiir. Bradford Assay Protokolii asagida belirtildigi gibi uygulanmustir.

1X stok Bradford reaktifinden 5 pl standart veya drnekleri iceren kuyulara 200 pl
eklenmis ve plakalar oda sicakliginda 15 dakika siireyle bekletilmistir. 595 nm dalga
boyunda plaka okuyucuda 6l¢iim yapilmistir. 25-2000 pg/ml araliginda bovine serum

alblimin ile standart grafigi olusturulmustur.

2.3 Western Blot

Western blot analizleri i¢in 6rnekler oncelikle %12 SDS-PAGE jelde yiiriitiilmiis
ve PVDF membrana transfer edilmistir. Bir sonraki asamada membran %5°lik siit tozu
ile oda sicakliginda ¢alkalayicida bir saat siireyle inkiibe edilmistir. Bu islemden sonra
membran ilgili proteine uygun primer antikor ile buzdolabinda +4°C’de ¢alkalayicida
bir gece boyunca bekletilmistir. Sonraki giin membran TBST ile 3 kez 5 dakika siireyle
yikanmis ve membrana sekonder antikor uygulanmistir. Membran oda sicakliginda bir
saat sekonder antikorla muamele edildikten sonra yeniden TBST ile yikama islemi
yapilmistir. Son asamada membran substratlar (ECL Plus, Pierce) ile muamele edilmis

ve kemiluminesans sinyal tespit edilmistir.
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2.4 EMT Belirtegleri ile Karakterizasyon

aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hiicrelerinin EMT spektrumunun hangi noktasinda
oldugunu tespit etmek i¢in bu hiicrelerde epitel ve mezenkimal belirteclerin miktarlar
tespit edilmistir. Bu amagla epitel belirtegler i¢in E-cadherin, CDX-2 (Cell Signaling);
mezenkimal belirtegler ic¢in transgelin, vimentin (Cell Signaling) antikorlari

kullanilmustir.

2.5 MET-EMT Siirecinde Polycomb Proteinlerinin Degisimi

aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hiicrelerinde 6nemli epigenetik diizenleyicilerden
Polycomb proteinlerindeki ve H3K27me3/H3K4me3 miktar degisimleri incelenmistir.
Bunun i¢cin EMT/MET siirecinde PRC2 {iyesi EZH paraloglari (EZH1 ve EZH2) ve
PRC1 iiyesi CBX paraloglar1 (CBX-2, CBX-4, CBX-6, CBX-7 ve CBX-8)nin
miktarlarindaki degisim Western blot ile aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hiicrelerinde

analiz edilmistir.

2.6 Hiicre Cogalmasimn Ol¢iimii

aHT-29, eHT-29, mHT-29 hiicrelerinin ¢ogalma hizlarini karsilastirmak icin hiicre
cogalma testi uygulanmistir. Bunun i¢in hiicreler 96-kuyucuklu plakalara 5000
hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis ve CellTiter Aqueous Assay Kit (Promega)
kullanilarak {ireticinin protokoliine gore 6l¢iim yapilmistir (Pattabiraman vd., 2016).

Hiicrelerin 0., 24. ve 48. saatteki cogalma hizlar1 hesaplanmistir.

2.7 Hiicre Canlilik Testi

aHT-29, eHT-29, mHT-29 hiicrelerinin giiniimiiz kolon kanseri tedavisinde
kullanilan ilaglara kars1 direncini 6lgmek i¢in hiicre canlilik testi (MTT) yapilmistir.
Kolon kanserinde giiniimiizde kullanilan en yaygin tedavi Oxaliplatin + 5-florourasil
(5-FU) kombinasyonudur (Zoetemelk vd., 2019; Todaro vd., 2007). Hiicreler 10.000
hiicre olarak 96-kuyucuklu plakalara ekilmistir. Hiicrelere ekim yapildiktan 24 saat
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sonra farkli dozlarda ila¢ uygulanmasi gergeklestirilmigtir. Oxaliplatin i¢in sirasiyla 5,
25, 50, 100 ve 250 uM; 5-FU ig¢in ise sirasiyla 50, 100, 250, 500 ve 1000 uM ilag
uygulanmustir. Hiicreler ilagla muamele edildikten 24 saat sonra hiicrelere MTT
reaktifi (5 mg/ml) verilmis ve hiicreler 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Dort saat
sonunda olusan formazan kristalleri DMSO’da ¢6ziiliip absorbansi 540 nm dalga

boyunda ol¢tilmiistir.
2.8 istatistiksel Analizler

Calismada, her deney en az {i¢ biyolojik tekrar, western blot 6rnekleri ise bes
biyolojik tekrar seklinde gergeklestirilmistir. Gruplar arasi farklar One-way ANOVA

testi kullanilarak Graph-Pad Prism 5 programiyla analiz edilmistir. Istatistiksel

analizlerde anlamlilik i¢in p<0,05 degeri baz alinmistir.
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BOLUM UC
BULGULAR

Bu ¢alismada HT-29 hiicrelerinde MET-EMT modeli olusturulmustur. Olusturulan
bu model sonucu aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 olmak iizere ii¢ tane alt popiilasyon
elde edilmistir. Bu alt popiilasyonlarin epitel-mezenkimal karakteristikleri ve
epigenetik belirtegleri incelenmistir. Calismanin son asamasinda ise bu ii¢ alt

popiilasyonda ila¢ direnci ve hiicre canlilig1 tespit edilmistir.

3.1 Farkhlasan ve Geri Farklilasan HT-29 Hiicrelerinde Morfolojik Ozellikler
HT-29 hiicrelerinin %100 doluluga eristikten sonra Gal-besiyerinde biiyiitiilerek 20

giin ve sonrasinda tripsinlenerek seyreltilip 4 giin Glu-besiyerinde biiytitiilmeleri

sonunda mikroskop gorlintiileri almmis ve karsilagtirilmak tizere Sekil 3.1°de

verilmistir.
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Atasal-20X

Farkhlasmis-20X

.

Geri farkhilasnus-20X Geri farkhlasmis-40X

Sekil 3.1 HT-29 hiicrelerine ait 20X ve 40X mikroskop goriintiileri (Kisisel arsiv, 2022)

Yapilan inceleme neticesinde atasal hiicreler ile geri farklilagsma grubunu olusturan
hiicrelerin morfolojik yapilarinin birbirlerine benzerlik gosterdikleri gézlenmistir.
Farklilagma grubu hiicrelerinin ise morfolojik olarak atasal ve geri farklilasma grubuna

ait hiicrelerden belirgin farklar igerdikleri belirlenmistir.

Atasal ve geri farklilasmis hiicreler listel olarak biiylime gdstermeleri nedeniyle

hiicre sinirlar1 ¢ok belirgin degildir. Buna karsilik farklilasmis hiicrelerde sinirlar daha
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belirgindir. Diger taraftan farklilasmig hiicreler yogun olmalart nedeniyle sikisik bir
durum sergilemekte ve bu durum da hiicrelerin tek tek morfolojileri hakkinda yorum

yapmay1 gii¢lestirmektedir.

3.2 HT-29 MET-EMT Modeli Optimizasyonu

Literatiirde her ne kadar HT-29 farklilagsmasi 1yi karakterize edilmisse de bu siireg
boyunca ve 6zellikle de geri farklilasma sirasinda epitel ve mezenkimal fenotip ile
ilgili bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle siire¢ boyunca farkli giinlerde epitel ve

mezenkimal belirteglerin protein miktarlari tespit edilmistir.

Oncelikle MET-EMT modelini gelistirmek igin optimizasyon calismalar
yapilmistir. Bu sebeple %80 doluluk oranina ulasinca glukoz yerine Gal-besiyerine
alman ve %100 doluluga eristiklerinde 0. giin olarak kabul edilen hiicreler sirasiyla 5.,
10., 15. ve 20. glinlerde toplanmistir. Sonrasinda bu hiicrelerde epitel ve mezenkimal
belirteclerin protein miktar: tespit edilmistir. Bu sekilde farklilasma grubu i¢in hangi
giinde toplanan hiicrelerin kabul edilecegine karar verilmistir. Ayn1 durum geri
farklilagsma grubu i¢in de gegerlidir. 21. giinde tripsin ile dagitilan hiicreler 1:20
oraninda hiicre kiiltiirii kaplarina ekilmis ve glu-besiyerinde sirasiyla 2, 4, ve 7 giin

stire ile biiyiitiilmiis ve ayn1 belirtecler incelenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 MET-EMT siirecinin optimizasyonu. Epitel (CDX-2, E-cadherin) ve mezenkimal (Transgelin)
belirteglerin Western blot goriintiileri

Epitel ve ayn1 zamanda farklilagsma belirteci olan CDX-2 proteinin diizeyleri, eHT-
29 alt popiilasyonunda farklilagma siirecinde artig gosterirken CDX-2 proteini mHT-
29 alt popiilasyonunda geri farklilagsmanin 2. giiniinden itibaren tespit edilememistir
(Sekil 3.2). Diger bir epitel belirteg olan E-cadherin diizeyi farklilagsmanin 20. giiniine
dogru artarken geri farklilagma siirecinde azalmakta fakat tamamen yok olmamaktadir
(Sekil 3.2). Mezenkimal belirte¢ olan transgelin ise geri farklilagmanin oldugu yani
mezenkimal 6zelliklerin geri kazanildig1 4. giinde goriiliirken, 7. giin 6rneklerinde ise
Transgelin proteini belirlenememistir (Sekil 3.2). 7. glinde hiicre yogunlugunun %70-
80’1 ge¢mesi nedeniyle s6z konusu durum, hiicrelerin kendiliginden epitel 6zelliklerini
geri kazanabildiklerini diigiincesini akla getirmektedir. Bu optimizasyon adimi
sonrasinda epitel doniisiimiin 20. glinde gergeklestigi goriilmiistiir. Bu nedenle sonraki

caligmalarda sadece 20. giin epitel hiicreleri kullanilmstir.

Geri farklilasma gruplarinda hiicre yogunlugundan dolay1 hiicrelerin tekrar epitel
farklilagma siirecine girebildikleri diistiniilerek 20 giin farklilasan hiicreler, tripsinlerek

toplanmustir. Bir sonraki agsamada hiicreler farkli oranlarda (1:20, 1:30, 1:40 ve 1:50)
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ekilmis, 2., 4. ve 7. gilinlerde toplanarak hiicrelerdeki CDX-2 protein miktarlari
belirlenmistir (Sekil 3.3).

4. Giin 7. Giin

aHt-29
eHt-29

48kDa
CDX2 |+ B
| LY, .
. 48kDa
p-actin WD . o o G — - —
35kDa

Sekil 3.3 Mezenkimal farklilasma siirecinin optimizasyonu. Epitel belirteci CDX-2’nin Western blot
goriintiileri (kDa: kilodalton)

eHT-29 hiicreleri ile geri farklilasmis hiicreler kiyaslandiginda, CDX-2 protein
diizeyindeki diisiislin geri farklilagsmanin 4. giinde gerceklestigini ortaya ¢ikmaktadir
(Sekil 3.3). Sekil 3.3 incelendiginde, geri farklilagmis hiicrelerde 7. giinde tekrar epitel
dontisiim siirecine girisin ortaya ¢iktigr goriilmektedir. Mikroskop ile hiicreler siirekli
takip edildiginde de 1:50 oraninda ekilen hiicrelerin, %50-60 doluluk oraninda

olduklar1 goriilmiistiir.
4. glin mezenkimal hiicreleri i¢in 1:20 ve 1:50 oranlar1 ile epitel (CDX-2) ve

mezenkimal (Vimentin) belirtegler ile yapilan tespitler modelin optimizasyonunun son

asamasini olusturmustur (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Optimize 6rneklerin WB analizi

Sekil 3.4’de goriildigl gibi epitel farklilasma belirteci olan CDX-2 20. giinde
artarken mezenkimal farklilasmada azalmistir. Mezenkimal belirte¢ olan vimentin,
epitel farklilasma Ornekleri eHT-29’larda azalirken mezenkimal farklilasma
orneklerinde artmistir. Bu da geri farklilasmanin yani mezenkimal degisimin olduguna
isaret etmektedir. Dolayisi ile, epitel doniisiim i¢in farklilasmanin 20. giin hiicreleri ve
mezenkimal doniisiim i¢in ise geri farklilasmanin 4. giin gruplarinda, hiicre

yogunlugunun az oldugu 1:50 orani olarak kullanilmasina karar verilmistir.

3.3 HT-29 MET-EMT Modelinde Epitel ve Mezenkimal Belirtecler

HT-29 hiicrelerinde kendiliginden gerceklesen MET ve EMT nin dogrulanmasi
amaci ile atasal, epitel ve mezenkimal hiicre popiilasyonlarinda epitel (E-cadherin,
CDX-2) ve mezenkimal (Transgelin, Vimentin) belirteglerin protein miktarlari tespit

edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 HT-29 MET-EMT modelinde (A) epitel ve (B) mezenkimal belirteglerin Western blot analizi

Sekil 3.5’de goriildiigi {lizere epitel Ozellik gostermesi beklenen 20. giin
hiicrelerinde epitel belirtecler E-cadherin ve CDX-2 miktarlar1 artmistir. Mezenkimal
ozellik gostermesi beklenen geri farklilasma grubunda ise epitel belirteglerin
miktarlart azalmistir. Mezenkimal belirteg olan transgelin ve vimentin miktarlar1 eHT-
29 hiicrelerinde azalirken mHT-29 hiicrelerinde artis gdstermistir. Bu da modelin
dogrulugunu ispatlamaktadir. Ayrica atasal gruplarla mezenkimal gruplarin

birbirlerine benzer 6zellik gosterdikleri de goriilmektedir.

3.4 HT-29 MET-EMT Modelinde Histon Modifikasyonlar1 ve Polycomb Uye

Proteinlerindeki Degisimler

HT-29 MET-EMT déniisiimlerinde etkili olabilecek epigenetik mekanizmalardan
H3K27me3/H3K4me3 histon modifikasyonlarindaki degisim miktarlari incelenmis ve

elde edilen sonuglar Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.6 HT-29 MET-EMT modelinde H3K27me3/H3K4me3 protein miktarlarinin Western blot

goriintiileri

HT-29 MET-EMT modelinde atasal ve mezenkimal grupta, H3K27me3 miktarinin
azaldig1, buna karsilik H3K4me3 miktarinin ise arttigi goriilmektedir. Epitel grupta ise
durum bunun tam tersi olup, epitel grupta H3K27me3 miktar1 artarken H3K4me3
miktar1 azalmaktadir (Sekil 3.6).

Caligmanin bir sonraki asamasinda, H3K27me3 modifikasyonundan sorumlu PRC2
tiyesi EZH paraloglar1 (EZH1 ve EZH2), ve bu modifikasyonun okuyucularindan
PRC1 iiyesi CBX paraloglarina ait (CBX-2, CBX-4, CBX-6, CBX-7 ve CBX-8)

protein miktarlar1 belirlenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.7°de gosterilmistir.
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Sekil 3.7 HT-29 MET-EMT modelinde Polycomb protein miktarlarinin Western blot goriintiileri

eHT-29 hiicrelerinde, EZH1, CBX-4, CBX-7 miktarlar artarken, CBX-8 ve EZH2
miktarlar1 ise azalmistir (Sekil 3.7). mHT-29 hiicrelerinde ise EZH1 ve CBX-4
miktarinin azalirken, CBX-7’nin neredeyse tamamen kayboldugu gézlenmistir. Diger
taraftan, mHT-29 hiicrelerinde, CBX-8 ve EZH2 nin epitel hiicrelere gore cok daha
fazla ifade edildigi goriilmektedir (Sekil 3.7).

3.5 HT-29 MET-EMT Modelinde fla¢ Hassasiyeti
HT-29 MET-EMT modelinde ila¢ direncinin belirlenebilmesi amaci ile atasal,
epitel ve mezenkimal HT-29 hiicrelerinin kolorektal kanser tedavisinde siklikla

kullanilan oxaliplatin ve 5-florourasil (5-FU) hassasiyetleri karsilagtirilmis ve elde

edilen sonuglar Sekil 3.8 ve 3.9’da verilmistir.
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Sekil 3.8 Atasal, epitel ve mezenkimal HT-29 hiicrelerinde oxaliplatin ilag hassasiyeti MTT sonuglart.

Her bir veri noktasi n=3, ortalama+SEM gostermektedir
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Sekil 3.9 Atasal, epitel ve mezenkimal HT-29 hiicrelerinde 5-FU ilag hassasiyeti MTT sonuglari. Her

bir veri noktasi n=3, ortalama+SEM gostermektedir
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aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hiicrelerine oxaliplatin i¢in sirastyla 5, 25, 50, 100 ve
250 uM; SFU igin ise sirastyla 50, 100, 250, 500 ve 1000 uM ilag uygulanmis ve
hiicrelerin ilaglara karsi direnci hiicre canlilik testi (MTT) ile belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore her iki ilag icin de aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 gruplar1 arasinda
ilag dozlariyla iligkili istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p<0,05).

Oxaliplatin i¢in mezenkimal hiicrelerin genellikle daha yiiksek canlilik oranina
sahip oldugu saptanmis, 250 uM konsantrasyon ilag dozunda atasal ve mezenkimal
hiicrelerin benzer canlilikta oldugu fakat epitel hiicrelerdeki 6liimiin daha yiiksek
oranda oldugu gozlenmistir. Bu durum epitel hiicrelerin atasal ve mezenkimal

hiicrelere kiyasla oxaliplatine karsi daha hassas oldugunu gostermektedir.

5-FU ila¢ dozlar i¢in atasal hiicrelerde canliligin genelde daha diisiik seyrettigi,
mezenkimal grupta ise farkli ila¢ dozlarinda hiicre canliliginin diger gruplara gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. 5-FU 1000 uM ilag dozunda epitel ve mezenkimal
hiicrelerin benzer ve atasal gruba gore daha yiiksek bir canlilik orani gosterdigi
belirlenmistir. Dolayis1 ile mezenkimal hiicrelerin epitel ve atasal gruplara gore, 5-

FU’e daha direngli olduklar1 sylenebilir.

[lag uygulamalar1 sonucunda hiicrelerin %50’sini 6ldiiren minimum ilag dozu

(IC50) belirlenmis olup Tablo 1’de topluca verilmistir.

Tablo 3.1 Atasal, epitel ve mezenkimal HT-29 hiicrelerinde oxaliplatin ve 5-FU IC-50 degerleri

Oxaliplatin IC50 5-FU IC50 Degeri
Degeri (nM) (uM)
Afasal 356 307
Epitel 181 1785
Mezenkimal 377 2426
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Mezenkimal grup her iki ilaca kars1 epitel hiicrelere gore daha direnglidir (Tablo
3.1). Ancak mezenkimal hiicrelerin %50’sini 6ldiirmek i¢in gereken 5-FU dozu, ayni
miktar hiicreyi 6ldiirmek i¢in gereken oxaliplatin miktarina gore ¢cok daha yiiksektir.
Oxalipltin i¢in IC50 degeri atasal ve mezenkimal hiicrelerde yakinken, 5-FU i¢in atasal
grubun en hassas grup oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1). Epitel gruplar ise
oxaliplatine’e kars1 hassasken 5-FU’e kars1 oldukc¢a direnglidirler. Atasal gruplarin iki

ilag i¢in de gosterdikleri direng birbirine benzemektedir (Tablo 3.1).

3.6 HT-29 MET-EMT Modelinde Hiicre Cogalmasi

MET ve EMT geciren HT-29 hiicreleri arasinda ¢ogalma hiz1 acisindan bir fark

olup olmadiginin tespit edilmesi amaci ile 0, 24 ve 48 saat siireyle hiicrelerin cogalma

hizlar1 6l¢lilmiis ve sonuglar Sekil 3.10°da verilmistir.
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Sekil 3.10 HT-29 hiicrelerinde aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hiicrelerinin ¢ogalma hizlart CellTiter
Aqueous Assay Kit (Promega) kullanilarak hesaplanmistir. Her veri noktast n=3, ortalama+SEM. 2-
way ANOVA * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001

0. saatte mezenkimal ve atasal grup arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 ancak
epitel grupla mezenkimal ve atasal grup arasinda anlamli bir farklilik oldugu

gbzlenmistir (Sekil 3.10). 0. saatte atasal ve mezenkimal gruplarin hiicre ¢cogalma
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hizlar1 birbirine oldukc¢a yakindir. 24. saate gelindiginde biitiin gruplar arasinda
anlamli bir farklilik oldugu ancak biiyiik farkin epitel ve mezenkimal grup arasinda
oldugu gozlenmistir. Son olarak 48. saate gelindiginde durumun 24. saatle benzer

oldugunu sdéylemek miimkiindiir (Sekil 3.10).

Hiicre ¢ogalma hizlarindaki degisimlerin daha iyi gézlenebilmesi ve gruplar1 kendi
icinde karsilastirabilmek amaci ile elde edilen sonuglar ¢izgi grafigi olarak Sekil

3.11°de yeniden diizenlenmistir.
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Sekil 3.11 HT-29 hiicrelerinde aHT-29, eHT-29 ve mHT-29 hiicrelerinin ¢ogalma hizlarna ait ¢izgi
grafigi. Her veri noktasi n=3, ortalama+SEM

Gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde atasal hiicrelerin ve mezenkimal
hiicrelerin 0. saatten 48. saate dogru hiicre ¢ogalma hizlarinin arttig1 goriilmektedir.

Ancak epitel gruplarda dnemli bir artig gdzlenmemistir.
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BOLUM DORT
TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada kendiliginden farklilasabilen kolon kanseri hiicre hatti HT-29, ilk kez
MET-EMT modeli olarak kullanilmigtir. Modelin 6ncelikle karakterizasyonu
yapilmig,  sonrasinda  temel  epigenetik  histon = modifikasyonlarindan
H3K27me3/H3K4me3 miktarlar1 ve H3K27me3 modifikasyonundan sorumlu
Polycomb proteinlerinin miktarlar1 karsilastirilmistir.  Son olarak olusturulan bu
modelde ila¢ hassasiyeti ve hiicre ¢ogalma hizi, epitel ve mezenkimal hiicre

durumlarinda karsilagtirilmigtir.

MET-EMT modelini olusturmak icin Oncelikle optimizasyon c¢alismalar
yapilmistir. Bunun i¢in hiicreler %80 doluluk oranina ulasinca glukoz yerine Gal-
besiyerine alinmis ve %100 doluluga eristiklerinde 0. giin olarak kabul edilmistir.
Farklilasan ve geri farklilasan hiicreler farkli giinlerde toplanmistir. Bu hiicrelerde
epitel (CDX-2, E-cadherin) ve mezenkimal belirteclerin (Transgelin) karsilastirmalari
sonucunda epitel grup olarak 20. giiniin ve mezenkimal grup olarak geri farklilagma 4.
giin 1:50 seyreltme oraninin kullanilmasina karar verilmistir. Boylelikle MET-EMT
modeli i¢in atasal HT-29 (aHT-29), 20. giin epitel (eHT-29) ve geri farklilagmis

mezenkimal (mHT-29) olarak ii¢ tip hiicre popiilasyonu olusturulmustur.

Modelinin dogrulugunu gostermek amact ile yukarida bahsedilen ii¢ tip hiicre
popiilasyonu iizerinde epitel (CDX-2, E-cadherin) ve mezenkimal belirteglerin

(Transgelin, Vimentin) miktarlar karsilagtirilmistir.

Olusturulan MET-EMT modelinde incelenen epitel belirtegclerden olan E-cadherin,
epitel hiicrelerde artarken mezenkimal hiicrelerde azalma gostermistir. ilk olarak
Takeichi tarafindan kesfedilen (Takeichi, 1977) E-cadherin, epitel hiicrelerini yapisik
baglant1 noktalarinda birbirine baglayan bir protein tiyesidir (Wong, Fang, Chuah,
Leong, ve Ngai, 2018).
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E-cadherin odakli yapilan ¢alismalarin bazilarinda, E-cadherin ekspresyonunun
kaybi, invaziv ve farklilagmamis veya zayif farklilasmis karsinomlarla iliskilendirilmis
ve E-cadherinin bir istila baskilayici olarak 6nemli bir rol oynadigi fikri ortaya
konulmustur (Frixen vd., 1991; Luo vd., 2013; Mayer vd., 1993; Oka vd., 1993;
Sawada vd., 2008; Vleminckx vd., 1991). Onceki calismalar E-cadherin ifadesi
kaybin1 EMT’nin ana nedeni olarak kabul etmislerdir (Kalluri ve Weinberg, 2009).
Buna karsilik yakin donemde yapilan bazi ¢alismalarda, EMT ge¢irmis meme kanseri
hiicrelerinden kaynaklanan meme kanseri metastazlarinin veya metastatik odaklarin,
birincil tiimorlere kiyasla daha farkli gortindiigii ve E-cadherin ekspresyonunun arttigi
kesfedilmistir (Chao vd., 2010,2012; Chen vd., 2015). Mevcut ¢alisma kapsaminda,
HT-29 MET-EMT modelinde E-cadherinde gozlenen degisimler literatiirle dogru
orantil1 olarak sonug¢ vermistir (Chao vd., 2010,2012; Chen vd., 2015). Diger taraftan,
E-cadherin kaybinin epitelyal-mezenkimal gecisin (EMT) nedeni mi yoksa etkisi mi
oldugu konusunda devam eden tartigmalara ragmen, E-cadherin fonksiyonel kaybi,
siklikla hastalarda kotii prognoz ve sagkalim ile iligkilendirilmektedir (Wong vd.,
2018).

Calisma kapsaminda kullanilan bir diger epitel belirte¢ ise CDX-2"dir. Olusturulan
MET-EMT modelinde CDX-2’nin epitel hiicrelerde artis gosterdigi mezenkimal
hiicrelerde ise oldukca azaldigi tespit edilmistir. Yakin zamanda klonlanmis bir
homeobox geni olan CDX-2, bagirsak epitel hiicrelerinin farklilasmasinda ve
proliferasyonunda is gérmesinin yani1 sira bir transkripsiyon faktoriini de
kodlamaktadir (Drummond, Putt, Fox, ve Edwards, 1997). CDX-2, iyi huylu kolon
epitelinde ve ¢ogu kolorektal adenokarsinomunda ifade edilir (Barbareschi vd., 2003;
Li ve Folpe, 2004) ve bagirsak metabolizmas1 ve farklilasmasinda yer alan birkag
genin ekspresyonunu diizenler (Mallo vd., 1997). Bir tiimor baskilayict gen olarak
varsayilan, CDX-2, kolorektal adenokarsinomlarin %85'inde baskilanir (Mallo vd.,
1997). Mevcut calisma kapsaminda elde edilen bu sonuglar, yukarida verilen
literatlirle uyumlu olarak normal kolon dokusuna benzer 6zellik gosteren epitel
hiicrelerde CDX-2’nin miktarmin arttifini1 gostermektedir. Bu sonuglar CDX-2’nin

tiimor baskilayici olarak calistigini destekler niteliktedir.
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Olusturulan MET-EMT modelinde vimentin ifadesinin mezenkimal hiicrelerde
arttigi epitel hiicrelerde ise azaldigi gorilmiistiir. Bu sonuglarla uyumlu olarak,
vimentinin normal mezenkimal hiicrelerde her yerde ifade edildigi, prostat kanseri,
gastrointestinal tlimorler, merkezi sinir sistemi tlimorleri, meme kanseri, malign
melanom ve akciger kanseri dahil olmak iizere cesitli epitel kanserlerde asir1 ifade
edildigi bilinmektedir. Vimentinin kanserde asir1 ifade edilmesi, hizlandirilmis timor
bliylimesi, invazyon ve kotii prognoz ile iligkilidir ancak kanser ilerlemesindeki rolii
belirsizligini korumaya devam etmektedir. Yakin ge¢miste yapilan calismalarda,
vimentin, epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) icin bir belirteg olarak kabul edilmesine
ragmen, bu siireclere aracilik eden altta yatan olaylardaki rolii tam olarak
bilinmemektedir (Satelli ve Li, 2011). Vimentin, epitel hiicrelerinin sekillerini nemli
Olciide degistirmelerine ve mezenkimal fenotip sergilemelerine neden olmaktadir
(Satelli ve Li, 2011). Kanser hiicrelerinde vimentinin asir1 ifade edilmesinin timor
biiylimesi ve metastaz ile iligkisi nedeniyle vimentin, kanser tedavisi i¢in dikkat ¢eken
bir potansiyel hedef olarak hizmet etmekle birlikte kanserdeki spesifik roliinii
degerlendirmek icin bu konuyla ilgili daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir

(Satelli ve Li, 2011).

Mevcut calisma kapsaminda, HT-29 MET-EMT modelinde, transgelinin de
vimentin gibi mezenkimal hiicrelerde arttig1 epitel hiicrelerde ise azaldig1 sonucuna
ulagilmigtir. Diger taraftan, atasal ve mezenkimal Orneklerin protein miktarlarinin
birbirlerine yakin oldugu tespit edilmistir. Mezenkimal belirteglerden bir digeri olan
transgelin aktin baglayic1 bir protein olup, aktin hiicre iskeletinin dinamiklerini
etkilemenin yaninda bir metastaz baglaticisi olarak da etki gosterebilir (Fu vd., 2000;

Han vd., 2009).

Ozofagus kanseri (J. Zhang vd., 2011; Qi vd., 2005), pankreas kanseri (Sitek vd.,
2005; Zhou vd., 2013) gibi diger kanser tiirlerinin yaninda kolon kanserinde de (Lin
vd., 2009; Yeo vd., 2010) kanserli dokularda azalan transgelin seviyeleri gézlenirken,
artan seviyeler kotli prognoz ve metastaz ile iliskilendirilmistir. Caligma kapsaminda

yapilan deneyler sonucunda elde edilen sonuglar, olusturulan MET-EMT modelinin
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yukarida verilen literatlirle uyumlu sonuglar verdigine ve modelin dogru c¢alistigina

isaret etmektedir.

MET-EMT modelinin dogrulugu ortaya konulduktan sonra doniisiimlerin plastik
dogasmna 151tk tutmak amaciyla temel epigenetik modifikasyonlardan,
H3K27me3/H3K4me3 miktarlarindaki degisimlerin  yaninda, H3K27me3’{in
modifikasyonundan sorumlu Polycomb proteinleri, PRC2 iiyesi EZH paraloglar
(EZH1 ve EZH2) ve PRCI iiyesi CBX paraloglarina ait (CBX-2, CBX-4, CBX-6,
CBX-7 ve CBX-8) degerler belirlenmistir.

Polycomb protein grubu (PcG'ler), 6nemli biyolojik siirecleri diizenleyen ve
kanserde kritik rol oynayan transkripsiyonel baskilayic1 komplekslerdir. Temel
Polycomb komplekslerinden PRC1 ve PRC2'yi olusturan proteinlerinin ¢ok sayida
paraloglar1 bulunmakta ve kompleks olusturulurken bu farkli paraloglar gorev
alabilmektedir. Adi1 gegen proteinlerin neden ¢ok cesitlilik gosterdigi ve neye bagh
olarak komplekste yer aldiklar ise henliz aydinlatilamamistir (Schuettengruber vd.,

2017).

H3K27 metillenmesi kanserde baskilayic1 gorev yaparken H3K4 metillenmesi ise
arttirict olarak is gormektedir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar, mezenkimal
hiicrelerde H3K27me3 miktarinda bir azalisa, H3K4me3 miktarinda ise bir artisa isaret
ederken, epitel hiicrelerde ise mezenkimal hiicrelerinde ortaya ¢ikan durumun tam
tersine bir durum tespit edilmistir (H3K27me3 artig, H3K4me3 seviyesinde ise diisiis).
Elde edilen bu sonuglar modelle ve literatiirle uyumludur. Gen baskilamasi ile iligkili
bir modifikasyon olan H3K27me3, hiicre farklilasmasi ve cogalmasi arasindaki
dengeyi belirleyen genlerin ifadesinin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptir. Bu
histon modifikasyonunun seviyesindeki degisiklik, bir¢ok kanser tiiriinde tekrarlayan
bir tema olarak ortaya ¢ikmis ve H3K27 metilasyonunun asir1 veya eksik olmasinin
onkojenik etkilere sahip olabilecegini gostermistir (Ezponda ve Licht, 2014). EZH
hedefi olan H3K27 metillenmesi ve bivalent promotorlarda birlikte goriildigii H3K4

metillenmesinin, hiicre plastisitesi i¢in onemli oldugu bilinmekle birlikte isleyis
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mekanizmast ile ilgili bilgiler olduk¢a sinirli diizeydedir (Maruyama vd., 2011, Voigt
vd., 2013).

Polycomb proteinleri PRC2 iiyesi EZH paraloglar1 (EZH1 ve EZH2) igin, elde
edilen sonuglara gore; epitel 6zellik gosteren grupta EZH2’de bir azalma gerceklesmis
mezenkimal 6zellik gdsteren grupta ise epitele gore bir artis gézlenmistir. EZH1 ise
epitel hiicrelerde artarken mezenkimal hiicrelerde azalmistir. EZH1 ve EZH2’nin ters
orantilt oldugunu séylemek miimkiindiir. EZH1 ve EZH2, lizin 27'de (H3K27) histon
H3'lin mono-, di- ve trimetilasyonunu katalizleyen histon metiltransferazlardir (Jain ve
Di Croce, 2016). EZH2, timdr baskilayicilarin susturulmasimnin yaninda EMT
diizenleyen genler ve interferon sinyallesmesine yol agmak suretiyle, melanom (Zingg
vd., 2015), meme (Jene-Sanz vd., 2013), prostat (Genao vd., 2010), pankreas (Chen
vd., 2010) ve endometriyal kanserler (Bachmann vd., 2006) dahil olmak iizere bir¢ok
farkli kanser tiiriinde agir1 ifade edilir. Bu kanserlerin ¢ogunda, EZH2 nin asir1 ifadesi,
ylksek proliferasyon, agresif tiimorler ve neoplastik transformasyon ile iliskilidir
(Bachmann vd., 2006; Koppens ve Van Lohuizen, 2016). Olusturulan modelde
malignant kanser hiicresine daha yakin Ozellik gosteren mezenkimal hiicrelerde
EZH2’nin epitel hiicrelere gore daha fazla ifade edilmesi elde edilen sonuglarin

yukarida adi gegen literatiirlerle uyumlu oldugunu gostermektedir.

Kolorektal kanser hiicre hatlarindan biri olan Caco-2 hiicre hattinda daha dnce
yapilan farklilagsma gen ifadesi profilleme g¢alismasinin verilerini igeren GSE1614
(Fleet vd., 2003) mikroarray, GEO2R (Gene Expression Omnibus, National Institute
of Health) ile analiz edildiginde farklilasmamis ve farklilasmis Caco-2 hiicrelerinde
farkli EZH ve CBX paraloglarinin tercih edildigi belirlenmistir. Buna gore farklilasan
Caco-2 hiicrelerinde, EZH2 azalirken, EZH1’in artti§1 gortilmektedir. HT-29,
kolorektal kanserde kullanilan baska bir hiicre hatt1 olarak Caco-2 ile benzerlik

gostermektedir.
EZH2'yi mutasyona ugratmak veya silmek, H3K27me3'i artirarak veya azaltarak

hem onkojenik hem de tiimor baskilayici iglevlere sahip olabilir (Jain ve Di Croce,

2016). H3K27me3'lin hiicre dongiisii sirasinda kendi kendine ¢ogaldig1 ve GO fazinda
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hiicre dongiisii durmasiyla arttig1 da gosterilmistir (Alabert vd., 2015). Prostat kanseri
hiicrelerinde, EZH2’nin ifade edilmemesi genellikle hiicre dongiisiiniin durmasina yol
acar. Bu nedenle, isareti birakan enzimlerin yoklugunda bile H3K27me3 kaybu,
yayilmasinin dogasi geregi Polycomb bilesenlerinin dinamiklerini takip etmeyebilir
(Jain ve Di Croce, 2016). EZH, Lys27 metilleyen bir enzim olup epitel hiicrelerde
EZH2 miktarlarinin azalmasi ve Lys27 metillenmesindeki artis uyumlu gibi
goriinmemektedir. Fakat protein miktarindaki degisim her zaman enzim aktivitesiyle
dogru orantili olmayabilir bu sebeple EZH1/2’nin aktivitesi ileriki asamalarda
aragtirtlmas1 gereken bir konudur. Bunun yani sira Lys27’yi metilleyen EZH
paralogunun hangisi oldugu bilinmemektedir. EZH1’de epitel hiicrelerde bir artis
oldugundan yukarida bahsedilmistir. Dolayisiyla Lys27’yi metilleyen EZH paralogu,
EZH]1 olabilir.

H3K27me3 okuyucularindan, PRC1 iiyesi CBX paraloglar1 CBX-2 ve CBX-6
proteini, ¢aligilan hiicre modelinde tespit edilememistir. CBX-7 ise epitel hiicrelerde
artarken mezenkimal hiicrelerde azalmistir. CBX-7 kanser alaninda en ¢ok calisilan
CBX proteinidir. Caligmanin bulgulartyla uyumlu olarak, CBX-7’nin kolon
kanserinde azaldigi bilinmektedir. Bu protein hematolojik malignitelerde onkogen
olarak gorev yaparken, epitel temelli malignitelerde tiimor baskilayici olarak islev
goriir (Koppens ve Van Lohuizen, 2016). CBX-7, kolon kanserinde ¢oklu
klinikopatolojik  parametrelerle iligkilidir. Normal kolon mukozas1 ile
karsilastirildiginda, ¢cok sayida kolon kanseri 6rneginde CBX-7 ifadesi ya azalmakta
ya da hi¢ bulunmamaktadir. S6z konusu olan bu durumlar kolon kanseri hastalarinin
kotii prognozu ile dikkate deger bir sekilde iligkilidir (Pallante vd., 2010). Bununla
birlikte CBX-7’nin transkripsiyonel diizeyde baskilanma mekanizmasi belirsizligini
korumaktadir. CBX-7, E-cadherin ifadesi ile pozitif yonde iliskilidir (Federico vd.,
2009; Pallante vd., 2010). CBX-7 akciger kanserinde, siklin E ifadesinin inhibisyonu
yoluyla tiimor baskilayict bir islev oynamaktadir (Parreno , Martinez, ve Cavalli,
2022). Literatiirde verilen CBX-7 ve E-cadherin ifadesinin pozitif olarak iligkili olma
durumu olusturulan modelde de gosterilmistir. Epitel 6zellik gosteren hiicrelerde hem

CBX-7 miktar1 hem de E-cadherin miktar1 artis gostermistir.
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HT-29 MET-EMT modelinde, CBX-8’in mezenkimal 6zellik gosteren hiicrelerde
artis gosterdigi belirlenmistir. S6z konusu durum, CBX-8’in onkogen olarak gorev
yapabilecegini isaret etmektedir. CBX-8'in islevleri karmasik olup Onceki
calismalarda CBX-8'in belirli kanser tiirlerinde onkogen olarak islev gordiigiinii
belirten sonuglar ortaya konulmustur (Y. Zhang vd., 2019). Ornegin, CBX-8
hepatoseliiler karsinomda (HCC) (Zhang vd., 2018) ve meme kanserinde (Chung vd.,
2016) tiimdr biiylimesini ve metastazi kolaylastirirken, kolorektal kanserde (Yang vd.,
2014, 2015) tiimor proliferasyonunu tetiklemesinin yaninda tiimor apoptozunu da
engelleyebilir. Yapilan bir calismada CBX-8'in KRK'de ifadesinin artti§i ve p53'i
baskilayarak KRK ¢ogalmasi i¢in gerekli oldugu, buna karsin CBX-8'in pargalanmasi
sonucu KRK metastazin1 destekledigi bulunmustur (Tang vd., 2014). CBX-8, kok
hiicre farklilasmasinda kritik bir rol oynar. Insan kolon kanseri hiicre hattinda yapilan
bir deneyde hiicreler IGF1R (Insiilin benzeri bilyiime faktérii-1) ile muamele edilmis
ve bu muamele sonucu hiicrede CBX-8 ekspresyonunun arttigi goézlenmistir. Bunun
sonucunda hiicredeki apoptoz baskilanmistir. CBX-8'in inhibisyonu veya asiri
ekspresyonu, kolon kanseri hiicrelerinin apoptoz siirecini diizenleyebilir. Bu nedenle,
yapilan caligmalar CBX-8'in kolon kanseri tedavisinde yeni bir terapdtik hedef
olabilecegine isaret etmektedir (Yang vd., 2015).

Epitel ve mezenkimal hiicrelerde ifadelerinin birbirine zit diizenlendigi saptanan
chromobox paraloglarindan CBX-7 ve CBX-8 proteinleri ileride yapilacak calismalar
icin 1yi bir hedef teskil etmektedir. Hedef genlerin promotor bdlgelerine baglanma
kapasiteleri ve buna bagli olarak EMT-MET siirecinin nasil etkilendigi arastirilmasi

gereken bir diger konuyu teskil etmektedir.

Olusturulan MET-EMT modelinde, CBX-4 epitel hiicrelerde artarken mezenkimal
hiicrelerde azalmistir. CBX-4, kolorektal kanserde tiimor baskilayic1 olarak is
gormekte olup hiicre gogii, istilast ve metastazin engellenmesini saglamaktadir.
(Parreno vd., 2022). Diger taraftan, CBX-4, Dnmt3b ve Jarid1b ile etkilesime girerek
transkripsiyonel baskiy1 artiric1 potansiyele de sahiptir (Kim vd., 2008; Zhou vd.,
2009). HT-29 MET-EMT modelinde CBX-4’{in epitel hiicrelerde artip, mezenkimal
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hiicrelerde azaliyor olusu, ¢alismanin bulgularinin bahsi gegen literatiir ile uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Olusturulan MET-EMT modelinin karakterizasyonu amac1 ile epitel ve
mezenkimal hiicrelerin, KRK’de sik kullanilan bilesiklere karsi ilag direnci
incelenmistir. Aslinda kansere bagli 6limlerin cogu, kanserin ilerlemesi ve kemoterapi
sirasinda ortaya ¢ikan ila¢ direncinin neden oldugu kemoterapi basarisizligindan
kaynaklanmaktadir. Dolayistyla ila¢ direnci mekanizmalarinin ve bunlarin tersine
cevrilme stratejilerinin arastirilmasi kanser kemoterapisinin basarisinda énemli bir rol
oynamaktadir (Hu vd., 2016). 5-florourasil (5-FU) direnci, kolon kanseri igin
geleneksel kemoterapinin basarisiz olmasinin baslica nedenidir (Denise vd., 2015).
Bununla birlikte, mevcut sistemik kemoterapilere yanit oran1 %50'ye ulagabilse de,
hemen hemen tiim kolon kanserli hastalarda ila¢ direncinin gelistigi ve antikanser
ajanlarin terapdtik etkinligini sinirladigi ve nihayetinde kemoterapi basarisizligina yol

actig1 bildirilmektedir (Dallas vd., 2009).

Kolorektal kanser icin mevcut cesitli tedaviler (radyasyon, cerrahi) arasinda
kemoterapi en uygulanabilir tedavi stratejisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Cheng vd.,
2016). Ancak, kemoterapinin normal hiicrelere neden oldugu olumsuz etkiler, esas
olarak kayda deger etkinligi azaltmaktadir (Morse vd., 2019). Oxaliplatin, fluorourasil
ve lokovorin ile kombine edildiginde metastatik kolorektal kanser i¢in en etkili
kemoterapiler arasinda yer alan {igiincii nesil bir platin tiirevidir (Bensmaine vd., 2016;
Giacchetti vd., 2010; de Gramont vd., 2000; Goldberg vd., 2004). Sisplatin ve
karboplatin gibi diger platin bazli kemoterapi ajanlariyla karsilastirildiginda,
oxaliplatin daha yiiksek etkinlige ve daha diisiik toksisiteye sahiptir ve sisplatin ile
capraz direng gostermez (Sloop vd., 2019). Kolon kanseri tedavisinde kullanilan bir
diger ilag ise 5-FU’dur. Florourasil (FU) bazli adjuvanin 6zellikle kolon kanserinin III.

evresinde kemoterapinin niiksiinii azalttigt ve sagkalimi sagladigi bilinmektedir

(André vd., 2009).

Yapilan ¢alismada hiicrelere farkli dozlarda 5-FU ve oxaliplatin ilaglari

uygulanmistir. Yapilan deneyler sonucunda olusturulan ii¢ hiicre popiilasyonunda da
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ilaca kars1 ciddi bir hassasiyet goriilmemistir. Oxaliplatin i¢in mezenkimal hiicreler
genellikle daha yiiksek canlilik oranina sahipken, 250 uM konsantrasyon ilag dozunda
atasal ve mezenkimal hiicrelerin benzer canlilikta oldugu fakat epitel hiicrelerdeki
6liimiin daha yiiksek oranda oldugu gézlenmistir. Bu durum epitel hiicrelerin atasal ve
mezenkimal hiicrelere kiyasla oxaliplatine karsi daha hassas oldugunu gostermektedir.
5-FU ila¢ dozlar1 i¢in atasal hiicrelerde canliligin genelde daha diisiik seyrettigi,
mezenkimal grupta ise farkl ila¢ dozlarinda hiicre canliligmmin diger gruplara gore
daha yiiksek oldugu goriilmistiir. 5-FU 1000 uM ila¢ dozunda epitel ve mezenkimal
hiicreler benzer ve atasal gruba gore daha yliksek bir canlilik orani gostermistir.
Dolayis1 ile mezenkimal hiicrelerin epitel ve atasal gruplara gore 5-FU’e daha direncli
olduklar1 sdylenebilir. Giinlimiizde kolon kanseri tedavisinde bu iki ila¢ hastalara
kombine sekilde verilmektedir. Ileriki asamalarda bu modelde iki ilacin kombine

etkileri arastirilmasi gereken bir konudur.

Gegtigimiz yillarda yapilan bir ¢alismada 5-FU ilacina duyarli kolon kanseri hiicre
hatt1 ile ilaca direncli hiicre hatt1 karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda 5-
FU'ya direngli kolon kanseri hiicreleri artan EMT ve azalmis apoptoz gostermis ayrica
ilaca direngli grupta epitel belirteg olan E-cadherin’in olmadigini da dogrulamistir
(Wang vd., 2020). Elde edilen sonuglara gore olusturulan MET-EMT modelinde
mezenkimal hiicreler 5-FU ilacina karst diger gruplardan daha fazla direng
gostermislerdir. Ayrica mezenkimal 6zellik gosteren hiicrelerde E-cadherin miktarinin
azaldig1 da gdzlenmistir. Dolayisiyla elde edilen veriler bahsedilen ¢aligma ile dogru

orantilidir.

Son olarak atasal, epitel ve mezenkimal 6zellik gosteren gruplarda hiicre ¢gogalma
hizlar1 karsilagtirllmigtir. Sonuglar epitel hiicrelerin ¢ogalma hizlarinin atasal ve
mezenkimal hiicrelere gore daha diisiik oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismalarda
artan hiicre proliferasyonu hem oral epitel displazisi hem de oral skuamdéz hiicreli
karsinom bir 6zelligi olarak tespit edilmis ve bu nedenle malign transformasyon
riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir. (Jordan vd. 1998; Oliver vd. 2000; Thomson
vd. 1999). Bu ¢alismaya gore malign transformasyon ile hiicre ¢ogalma hizi1 arasinda

bir iliski bulunmaktadir. Epitel hiicrelerin normal kolon hiicresine benzer 6zellik
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gostermesi mezenkimal hiicrenin ise kanser hiicresine benzer dzellik gdstermesini
beklemekteyiz. Bu sebeple kanser hiicrelerine benzeyen mezenkimal Orneklerin
¢ogalma hizinin normal kolon hiicresine benzeyen epitel orneklere gére daha fazla
olmasi sasirtici bir durum degildir. Dolayisiyla tiimor 6zellligi gosteren mezenkimal

hiicrelerin daha proliferatif olmasi beklenilen bir durumdur.

Ancak yapilan bir baska calismada epitel hiicre gruplari mezenkimallerden daha
yiiksek ¢cogalma gosterirken, farklt EMT alt popiilasyonlar1 arasinda ¢ogalma hizinda
hicbir fark gézlenmemistir (Pastushenka vd., 2018). Bir baska calismada da yine ayni
sekilde epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelere gore ¢ogalma hizlarinin ¢ok daha
ylksek oldugu gosterilmistir (Pastushenka ve Blanpain, 2019). Elde edilen bu sonug
olusturulan modelde elde edilen sonugla negatif iligki goéstermektedir. Ancak
mezenkimal hiicrelerin daha fazla kdk hiicre 6zelligi gostermesi, bunun sonucunda
daha az boliinmeleri ve hiicre ¢gogalma hizlarmin daha diisiik olmasi da beklenilebilen

bir durumdur.

Sonug olarak bu ¢alismada kolon kanseri dahil olmak tizere pek ¢ok kanser tiiriinde
onemli bir mekanizma olan MET-EMT siirecinin incelenebilmesi amaci ile literatiire
yeni bir model kazandirilmis, bu siiregte meydana gelen epigenetik degisiklikler
incelenmis, ila¢ hassasiyeti ve hiicre ¢ogalma profillemesi yapilmistir. HT-29’daki
farklilasmanin herhangi bir uyaric1 yoluyla degil kendiliginden gergeklesiyor olmasi
calismanin 0zgiin bir yanini olusturmaktadir. EMT programi siklikla calisilan bir
program olmasina ragmen bunun tam tersi olan MET programi hakkindaki ¢calismalar
olduke¢a siirli diizeydedir. Bu modelde EMT programinin yani sira MET programi da
ayni genetik alt yapiya sahip hiicrelerde detayli olarak incelenebilmistir. Caligma,
kolon kanserinde ve MET-EMT siirecinde epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmasi

ve yeni tedavi hedeflerinin tespit edilmesi yolunda 6nemli bir adimi olusturmaktadir.
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